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RÉSUMÉ 
Des différences au niveau structural et biochimique distinguent les cellules normales des 
cellules cancéreuses. Bien qu'il existe une grande hétérogénéité entre les types de 
cancers, des caractéristiques phénotypiques sont partagées. Celles-ci incluent 
l'acquisition des capacités de croissance excessive, d'invasion et d'angiogenèse. 
Ces comportements découlent généralement de la production de protéines en 
concentrations anormales ou douées d'une activité anormale. Parmi celles-ci, on retrouve 
des facteurs de croissance et leurs récepteurs, des molécules responsables de l'adhésion 
cellule-cellule et cellule-matrice ainsi que des enzymes de dégradation de la matrice 
extracellulaire. Plusieurs de ces facteurs sont synthétisés sous une forme de précurseur 
inactif qui requiert un clivage endoprotéolytique permettant le relâchement d'une forme 
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mature et biologiquement active. La furine, le prototype de la famille des convertases de 
proprotéines de mammifères, possède la capacité de cliver plusieurs de ces médiateurs 
qui ont une importance majeure dans la tumorigenèse. 
Diverses lignées de cellules tumorales et cancers humains expriment des niveaux élevés 
de furine. Des études indiquent que l'activité de la furine corrèle avec l'agressivité des 
cancers, ce qui suggère que cette convertase influence le comportement malin des 
cellules tumorales. Cependant, peu de mécanismes d'action ont été décrits, et peu 
d'informations sont disponibles concernant la régulation de l'expression de cette 
convertase en condition tumorale. 
Dans cette thèse, nous avons d'abord approfondi le rôle de la furine dans le processus 
d'invasion tumorale. Pour ce faire, nous avons étudié la capacité d'invasion in vitro des 
cellules humaines LoVo, une lignée d'adénocarcinome de colon déficiente en furine 
active. La complémentation génétique de ces cellules avec de la furine de type sauvage a 
induit une augmentation de la capacité invasive. Cette augmentation est attribuable à la 
production de TGFP 1 bioactif, un substrat reconnu de la furine, qui régule à la hausse les 
niveaux de la métalloprotéinase MMP-2. Nos résultats démontrent également que 
l'activation du TGFPl est sous l'influence de la MMP-2, ce qui indique que la furine 
augmente l'invasion tumorale en établissant une boucle d'amplification/activation entre 
la MMP-2 et le TGFpl. 
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Par la suite, nous nous sommes intéressés à comprendre les mécanismes qui régissent 
l'expression de la furine en condition tumorale. Nous avons observé que l'hypoxie, un 
élément caractéristique du microenvironnement des tumeurs solides en croissance, induit 
l'expression de la furine via le facteur de transcription HIF-1, un complexe 
transcriptionnel qui joue un rôle clé dans l'adaptation cellulaire à l'hypoxie. La régulation 
de cette convertase par l'hypoxie/HIF-1 a été corrélée avec une augmentation de 
l'activation protéolytique des substrats pro-tumorigéniques MTl-MMP et TGFPl. Ainsi, 
ces travaux mettent en lumière un nouveau mécanisme de régulation de l'expression de la 
furine qui se traduit par l'augmentation de la disponibilité de facteurs pro-tumorigéniques 
actifs. 
Enfin, des études récentes indiquent que le TGFP 1 augmente l'expression de la sous-
unité régulable du HIF-1, le HIF-la, ainsi que l'activité de liaison à l'ADN du HIF-1. 
Ainsi, nous avons étudié les mécanismes d'action impliqués dans cette régulation qui 
consistent en la synthèse d'ARNm et l'augmentation de la stabilité du HIF-la par le 
TGFP 1. Plus particulièrement, nous démontrons que le TGFP 1 diminue, de façon 
marquée, les niveaux d' ARNm et de la protéine encodant la PHD2, une prolyl 
hydroxylase associée à HIF-la, ce qui occasionne une inhibition de la dégradation du 
HIF-la. De plus, nos travaux démontrent que la production endogène de TGFPl bioactif, 
par la furine, module efficacement l'expression de gènes cibles par le HIF-1. 
Conjointement, ces résultats appuient l'hypothèse voulant que la maturation/activation de 
proprotéines contribue au développement tumoral. Étant donné la panoplie de substrats 
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pouvant être activés par la furine, des études supplémentaires seraient nécessaires afin de 




1. LES CONVERTASES DE PROPROTÉINES 
1.1 La découverte de la furine 
C'est au 17e siècle que Anton Van Leeuvenhoeck fit la découverte des premières 
structures cellulaires (bactéries et spermatozoïdes) et utilisa le terme cellule pour la 
première fois. Ce ne fut toutefois qu'au début des années 1800 qu'on réalisa l'importance 
universelle des cellules dans la composition des organismes vivants (Albert et al., 2002). 
Depuis, nombre de chercheurs se sont investis à comprendre les phénomènes qui 
permettent le maintien, la régulation et la spécialisation des fonctions cellulaires. La 
complexité de ces fonctions, d'abord régie par le répertoire génétique, est assurée grâce à 
différentes stratégies. Celles-ci incluent la diversité au niveau des gènes, mais également 
au niveau des protéines qui subissent une grande variété de modifications post-
traductionnelles qui leur confèrent une activité biologique. Vers la fin des années 1960, 
deux équipes indépendantes de chercheurs ont observé que des hormones telles que 
l'insuline et la y-LPH sont issues respectivement des molécules précurseures proinsuline 
et P-LPH (Chretien and Li, 1967; Steiner et al., 1967). Le séquençage de ces dernières a 
permis de démontrer que les hormones biologiquement actives sont relâchées par excision 
de la molécule précurseure (proprotéine) suivant un clivage post-traductionnel du côté C-
teminal d'un motif consistant en une paire d'acides aminés basiques (K-R..,l.. ou R-R..,l..). 
Suite à ces observations, plusieurs laboratoires ont travaillé à l'identification de(s) 
enzyme(s) ayant une affinité pour ces types de séquences basiques. 
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Au cours des années 1980, une famille d'enzymes responsables de la maturation de 
plusieurs hormones et propeptides fut découverte. La mise en évidence de cette famille 
d'enzymes nommée convertases de proprotéines (PC) découle de recherches effectuées 
avec la levure Saccharomyces cerevisiae. Ces recherches ont mené à la découverte d'une 
enzyme nommée kexine, encodée par le gène KEX2 (Julius et al., 1984). Les études de 
caractérisation de cette enzyme ont démontré que celle-ci fait partie de la famille des 
protéases de type sérine, dépendantes du calcium et apparentées à la famille des 
subtilisines de bactéries (Mizuno et al., 1988; Mizuno et al., 1989). Le rôle physiologique 
de la kexine a été établi grâce à des analyses de complémentation génétique de souches de 
levures mutantes pour le gène KEX2 qui présentaient des défauts dans la production du 
facteur a-mating et de la toxine « tueuse », deux produits générés par le clivage intra-
cellulaire de molécules précurseures suivant des sites dibasiques (Fuller et al., 1988). Par 
la suite, des études portant sur l'activité enzymatique ont permis de démontrer que la 
kexine est capable de cliver des précurseurs protéiques de mammifères in vitro, tel que la 
pro-albumine (Bathurst et al., 1987) et in vivo, soit la pro-opiomélanocortine (Thomas et 
al., 1988). À la lumière de ces résultats, les chercheurs ont proposé l'existence 
d'homologues de la kexine chez les cellules de mammifères pouvant exercer la fonction 
de convertase de proprotéines. 
La disponibilité de la séquence du gène de la kexine et des analyses d'alignements 
d'acides aminés de son site catalytique ont permis la découverte du premier homologue de 
la kexine chez les mammifères, soit la furine (Fuller et al., 1989; van den Ouweland et al., 
1990). Cette endoprotéase apparentée à la kexine de levures et aux subtilisines de 
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bactéries est encodée par le gène fur dont l'acronyme est tiré de sa position en amont du 
proto-oncogène c-fes!fPs (c-fes/fPs ypstream r.egion) sur le chromosome 15q25q26.l 
(Roebroek et al., 1986a; Roebroek et al., 1986b). Subséquemment, à l'aide de stratégies 
basées sur la technique de PCR, plusieurs autres convertases de proprotéines de 
mammifères ont été identifiées et caractérisées. Jusqu'à présent, 7 membres de cette 
famille de protéases présentant la capacité de cliver des substrats suivant une paire 
d'acides aminés basiques ont été répertoriés, soit la furine (aussi nommée PACE), la PCl 
(aussi nommée PC3) (Seidah et al., 1990; Smeekens et al., 1991), la PC2 (Seidah et al., 
1990; Smeekens and Steiner, 1990), la PACE4 (K.iefer et al., 1991), la PC4 (Nakayama et 
al., 1992; Seidah et al., 1992), la PC5 (aussi nommée PC6) (Lusson et al., 1993; 
Nakagawa et al., 1993a) et la PC7 (aussi nommée PC8 ou LPC) (Bruzzaniti et al., 1996; 
Meerabux et al., 1996; Seidah et al., 1996). La furine est considérée en tant que prototype 
de la famille de convertases de mammifères puisqu'elle a fait l'objet de nombreuses 
études qui ont permis une caractérisation approfondie de l'enzyme. 
Plus récemment, deux autres convertases de proprotéines de mammifères ont été 
identifiées, soit la SKI-1/SlP (Elagoz et al., 2002; Seidah et al., 1999) et la NARC-1 
(Abifadel et al., 2003; Seidah et al., 2003). Ces convertases sont impliquées dans le 
métabolisme du cholestérol et présentent une spécificité de reconnaissance de motifs non-
basiques dont la séquence consensus est [RIK]-X-[Hydrophobique ]-Zt dans laquelle Z 
représente un acide aminé variable (Pullikotil et al., 2004). Bien que ces convertases 
partagent des similarités structurales avec les autres membres de la famille des PC, elles 
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se distinguent par leur spécificité de clivage. Les convertases SKI-1/SlP et NARC-1 ne 
feront donc pas l'objet de discussions plus approfondies dans cette thèse. 
1.2. La structure des convertases de proprotéines. 
Les convertases de proprotéines partagent plusieurs motifs structuraux distincts 
relativement conservés, tel qu'un peptide signal, une pro-région, un domaine catalytique 
et un domaine P (figure 1). Le peptide signal, situé à l'extrémité N-terminale, est 
nécessaire à l'entrée de l'enzyme dans la voie de sécrétion de la cellule. Les convertases, 
initialement synthétisées sous forme de zymogènes inactifs, sont également caractérisées 
par la présence d'une pro-région constituée de 80 à 90 acides aminés. Ce pro-domaine est 
clivé par autocatalyse, ce qui permet le relâchement des enzymes biologiquement actives 
(Creemers et al., 1993; Goodman and Gorman, 1994; Leduc et al., 1992; Matthews et al., 
1994). Il est intéressant de souligner que suite à son clivage, le pro-domaine demeure 
associé au site catalytique de la convertase lors de son transport intra-cellulaire et agit en 
tant qu'inhibiteur compétitif afin de préserver l'activité de l'enzyme (Fu et al., 2000). Le 
mécanisme d'activation de la furine est illustré à la figure 2 (Anderson et al., 2002; 
Anderson et al., 1997; Thomas, 2002). 
Le domaine catalytique est celui qui présente la plus grande homologie de séquence entre 
les diverses PC. On y retrouve entre autres les résidus Asp, His, Ser ainsi qu'un résidu 
Asn (Asp pour la PC2) qui sont des caractéristiques des protéases de type sérine (Bryan et 
al., 1986). Le domaine P, situé du côté C-terminal de la région catalytique de toutes les 
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Figure 1: Représentation schématique des diverses convertases de proprotéines de 
mammifères. Les PC de mammifères sont divisées en deux grandes catégories en 
fonction de leur préférence catalytique pour des motifs dibasiques ou non-basiques. 
Les différents domaines constituant chacune des PC sont représentés. On retrouve la 
triade d'acides aminés caractéristique des protéases de type sérine: Asp (D), His (H) 
et Ser (S) ainsi que le résidu Asn (N) (Asp (D) dans le cas de la PC2) qui interagit 
avec le substrat dans la poche catalytique. Les convertases reconnaissant un motif 
dibasique sont caractérisées par la présence d'un motifRGD (Arg-Gly-Asp) ou RGS 
(Arg-Gly-Ser) dans le cas de la PC-7. Les pourcentages d'homologie du domaine 
catalytique et de la pro-région de chacune des convertases par rapport à la furine, le 
prototype de la famille, sont indiqués. Il est à noter que la PC5/PC6A et la 
PC5/PC6B sont des isoformes de la même convertase. 
Motifs dibasiques: 














RAKR D H 
Motifs non-basiques: 
RGLL D H 
SKI-1/SlP 





N 1877 a.a. 
N s 




• Domaine catalytique 
• Domaine P 
• Domaine transmembranaire 
692 a.a. 
D Queue cytoplasmique 
D Domaine amphiphatique 
Domaine riche en cystéines 
Domaine similaire aux récepteurs 
de cytokines/facteurs de croissance 

















Fu ri ne 
active 
Adapté de Mollay et al. , 1999 
Figure 2: La voie d'activation de la furine. La furine est synthétisée initialement 
sous la forme d' un zymogène. Dans le réticulum endoplasmique (RE), en condition 
de pH neutre, la pro-région de la furine est excisée par un clivage autocatalytique au 
site Arg-Thr-Lys-Argl. Le pro-domaine demeure associé à l'enzyme et agit en tant 
qu 'auto-inhibiteur. Dans l'environnement acide du trans-Golgi (TG), le pro-
domaine de la furine subit un second clivage autocatalytique suivant le motif Arg-
Gly-Val-Thr-Lys-Arg.t. Ce clivage libère les pro-fragments , ce qui induit 
l'activation de la furine. 
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PC, est essentiel à l'activité et la cohésion structurale des enzymes (Hatsuzawa et al., 
1992a; Henrich et al., 2003; Takahashi et al., 1993; Ueda et al., 2003). L'importance de ce 
domaine dans le maintien de l'activité enzymatique de la furine est démontrée chez les 
cellules LoVo, une lignée cellulaire d'adénocarcinome de colon humain (Takahashi et al., 
1993; Takahashi et al., 1995). Chez ces cellules, une mutation ponctuelle est observée 
dans chacun des allèles encodant le domaine P de la furine, ce qui cause une inhibition 
complète de l'activité de cette convertase (figure 3). On observe également à l'intérieur du 
domaine P la présence d'un motif RGD conservé (RGS dans le cas de la PC7). Ce 
domaine, caractéristique aux intégrines, semble important pour l'adressage des 
convertases vers la voie de sécrétion constitutive ou régulée, tel que démontré pour la PCl 
(Lusson et al., 1997; Rovere et al., 1999). 
La séquence C-terminale située en aval du domaine P diffère grandement entre les 
différents membres de la famille des PC. D'abord, des isoformes dont le domaine C-
terminal varie selon l'épissage alternatif, sont observées chez les convertases PC4, PCS et 
PACE4 (Kiefer et al., 1991; Nakagawa et al., 1993b; Seidah et al., 1992; Tsuji et al., 
1994; Zhong et al., 1996). Également, certaines PC, dont la furine, !'isoforme PCSB et la 
PC7, contiennent une région transmembranaire (Bruzzaniti et al., 1996; Hatsuzawa et al., 
1992a; Nakagawa et al., 1993b). Ce domaine sert de point d'ancrage à la furine qui réside 
principalement dans le trans-Golgi et lui permet de circuler à la membrane cellulaire via 
les endosomes (Bosshart et al., 1994; Chapman and Munro, 1994; Molloy et al., 1994). 





• Domaine catalytique 
• Domaine P 
Délétion d'un T 
.----- Codon STOP 
429 470 
547 
• Domaine transmembranaire 
Queue cytoplasmique 
Domaine riche en cystéines 
Figure 3: Représentation des mutations contenues dans chacun des allèles 
encodant la furine chez les cellules Lo Vo. Les cellules d 'adénocarcinome de 
colon humain de type LoVo produisent de la furine inactive. Chacun des allèles 
encodant la furine contient une mutation ponctuelle dans le domaine P. La 
première mutation à avoir été découverte est la délétion d'un résidu thréonine en 
position 429 qui introduit un codon stop en position 470 et donne lieu à la 
production d 'une protéine tronquée. La seconde mutation à avoir été identifiée 
consiste en un remplacement, en position 547, d ' un résidu tryptophane pour un 
arginine. La combinaison de ces deux mutations entraîne une absence d 'activité 
protéolytique de la furine chez les cellules LoVo. 
8 
convertases furine, PACE4 et les deux isoformes de PC5 (Lusson et al., 1993; Nakagawa 
et al., 1993b; Roebroek et al., 1992). 
1.3 La localisation cellulaire et tissulaire des PC. 
L'une des caractéristiques communes aux convertases de proprotéines est leur capacité à 
cliver des substrats du côté C-terminal d'une paire d'acides aminés basiques, ce qui 
soulève la possibilité de redondance dans leurs activités biologiques. Il est connu qu'une 
cellule peut exprimer plus d'une convertase à la fois (Mori et al., 1999; Seidah et al., 
1994). Cependant, puisque la localisation intra-cellulaire et tissulaire de chacune des PC 
diverge, on leur suggère un rôle particulier dans les événements de maturation de 
précurseurs protéiques. À la lumière des résultats obtenus par immunohistochimie et 
buvardages de type Northem, on peut subdiviser les membres de la famille des PC en 
quatre groupes selon leur distribution intra-cellulaire et tissulaire (Seidah et al., 1998). 
La première classe est composée de la furine et de la PC7. La furine est principalement 
localisée dans le trans-Golgi et peut circuler à la membrane plasmique via les endosomes 
(Shapiro et al., 1997). Une localisation similaire dans la voie de sécrétion constitutive est 
proposée pour la convertase PC7 (Munzer et al., 1997). Ces convertases présentent une 
distribution très large, dite ubiquiste, mais à des niveaux d'expression variables selon les 
tissus (Seidah et al., 1994; Seidah et al., 1998; Seidah et al., 1996). Dans le deuxième 
groupe, on retrouve les convertases PC 1 et PC2 dont l'expression est limitée aux tissus 
endocriniens et neuroendocriniens tels que les îlots pancréatiques, les glandes surrénales 
ainsi que plusieurs structures du cerveau (Rouille et al., 1995; Seidah et al., 1994; Seidah 
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et al., 1991). Ces convertases sont responsables de la maturation des pro-hormones et des 
pro-neuropeptides de la voie de sécrétion régulée et résident principalement dans les 
granules de sécrétion denses (Malide et al., 1995; Rouille et al., 1995). Les convertases de 
la troisième classe, soit la PACE4 et les deux isoformes de la PC5 (PC5A et PC5B), sont 
exprimées dans les tissus endocriniens et non-endocriniens (Zheng et al., 1997). Des 
analyses par microscopie électronique ont révélé la présence de la PC5A dans les granules 
denses de la voie de sécrétion régulée tandis que !'isoforme PC5B se situe plutôt au 
niveau du trans-Golgi (De Bie et al., 1996). En ce qui concerne la localisation intra-
cellulaire de la P ACE4, peu de choses sont connues à l'exception de sa capacité à cliver 
des substrats de la voie de sécrétion constitutive (Mains et al., 1997). Finalement, la PC4 
compose la dernière classe et se distingue par son expression restreinte aux cellules 
germinales testiculaires et aux cellules ovariennes de type macrophage (Seidah et al., 
1992; Tadros et al., 2001). 
Tel que résumé au tableau 1, les convertases PCl, PC2 et PC5A se retrouvent 
principalement dans les granules de la voie de sécrétion régulée, tandis que la furine, la 
PC5B et la PC7 réside au trans-Golgi. La localisation des ces dernières serait dépendante 
de leur queue cytoplasmique qui leur permet également de circuler jusqu'à la membrane 
plasmique via les endosomes (Molloy et al., 1999; Molloy et al., 1998; Molloy et al., 
1994). La localisation intracellulaire exacte de la PACE4 et de la PC4 demeure toutefois 
inconnue. 
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Tableau 1 : Localisation cellulaire et tissulaire des convertases de 
proprotéines 
Convertases Localisation Expression 
de cellulaire tissulaire 
proprotéines 
Classe 1 
Furine Trans-Golgi, endosomes, surface cellulaire Ubiquiste 
PC7 Trans-Golgi, endosomes, surface cellulaire Ubiquiste 
Classe II 
PCl Trans-Golgi et granules de sécrétion Cellules 
neuroendocrines 




PACE4 Trans-Golgi, ? granules de sécrétion Large 
Distribution 
PC5A Trans-Golgi, granules de sécrétion Large 
Restreinte 
PC5B Trans-Golgi, endosomes, surface cellulaire (système digestif 
et cortex adrénal) 
Classe IV Restreinte 
? Trans-Golgi, ? granules de sécrétion, (cellules 
PC4 ? surface cellulaire testiculaires et 
ovariennes) 
Adapté de Seidah et al., 1999 
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1.4 La spécificité de maturation des substrats. 
Des sites de reconnaissance spécifiques aux convertases de proprotéines sont retrouvés 
chez une grande variété de précurseurs protéiques des voies de sécrétion constitutive et 
régulée (Khatib et al., 2002; Molloy et al., 1999; Nakayama, 1997; Seidah et al., 1998). 
Tel que présenté au tableau Il, ces précurseurs incluent, entre autres, des facteurs de 
croissance, des récepteurs cellulaires, des hormones, des neuropeptides, des protéines 
pathogènes, des protéines de la matrice extracellulaire ainsi que des protéines sériques. 
Ceci suggère un rôle pour les PC dans diverses conditions physiologiques et 
pathologiques (discuté plus loin). Ainsi, à la suite de la découverte des PC, l'un des 
objectifs majeurs a été d'identifier les relations enzyme/substrats afin d'expliquer 
l'existence de cette famille de protéases relativement grande, dont plusieurs membres 
peuvent être exprimés simultanément dans les cellules. Des expériences de coexpression 
de chacune des convertases en présence de proprotéines de type sauvage ou modifiées par 
mutagénèse dirigée ont permis de démontrer que ces enzymes sont capables de cliver des 
substrats suivant des résidus monobasiques, dibasiques ou multibasiques selon la 
séquence consensus (K/R)-Xn-(KIR)-L- dans laquelle n=O, 2, 4 ou 6 et X représente 
n'importe quel acide aminé, sauf Cys (Dupuy et al., 1994; Hatsuzawa et al., 1992a; Oda et 
al., 1991; Seidah et al., 1994). Selon les résultats obtenus en conditions in vitro, plus 
d'une convertase possède la capacité de cliver un même substrat, ce qui suggère de la 
redondance dans leurs activités. Toutefois, de façon endogène, une certaine spécificité 
semble prévaloir et on peut ainsi classer les précurseurs protéiques en 4 catégories (voir le 
tableau 11) (Seidah et al., 1998). 
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Tableau II : Classification fonctionnelle de précurseurs clivés par les convertases 
de proprotéines. 



















Pro-récepteur à insuline 
Pro-récepteur à IGF-I 
Pro-récepteur de Notchl 
Intégrine a3 
Intégrine av 




gp 160 de HIV-1 
HA de l'influenza aviaire 
Gp du virus Ebola 
GB du cytomégalovirus 
GB du virus Epstein-Barr 
Virus M de la fièvre jaune 
PA de B. anthracis 
Toxine de Diphtérie 
Pro-aérolysine 
Exotoxine A de pseudomonas 
P6 P5 P4 P3 P2 Pl ..!, Pl' P2' 
Lys Arg Arg Thr Lys Arg 
Lys Glu Arg Ser Lys Arg 
Phe Asp Arg Lys Lys Arg 
Lys Arg Arg Val Lys Arg 
Arg Arg Arg Val Lys Arg 
Lys Lys Arg Thr Lys Arg 
Leu Arg Arg Ala Lys Arg 
Thr His Arg Ser Lys Arg 
Ser Met Arg Val Arg Arg 
Pro Ile Arg Arg Lys Arg 
Leu Ala Arg Gly Arg Arg 
Ser Ser Arg His Arg Arg 
Pro Ala Lys Ser Glu Arg 
Phe Arg Glu Ala Lys Arg 
His Ser Ile Ile Arg Arg 
Pro Ser Arg Lys Arg Arg 
Pro Glu Arg Lys Arg Arg 
Gly Gly Arg Gln Arg Arg 
Pro Gln Arg Lys Arg Arg 
His Leu Ile Thr Lys Arg 
Glu Lys Arg Lys Lys Arg 
Leu Arg Arg Gln Lys Arg 
His Arg Arg Gln Lys Arg 
Val Gln Arg Glu Lys Arg 
Lys Lys Arg Glu Lys Arg 
Gly Arg Arg Thr Arg Arg 
Thr His Arg Thr Arg Arg 
Leu Arg Arg Arg Arg Arg 
Ser Gly Arg Ser Arg Arg 
Asn Ser Arg Lys Lys Arg 
Gly Asn Arg Val Arg Arg 
Lys Ala Ala Gln Leu Arg 




































































Précurseur site de clivage catégorie 













Pro Arg Glu Gly Lys Arg 
Pro Leu Glu Phe Lys Arg 
Pro Val Gly Lys Lys Arg 
Thr Pro Lys Thr Arg Arg 
Gly Ser Leu Gln Lys Arg 
Arg Lys Gin Ala Lys Arg 
Glu Asp Leu Tyr Lys Arg 
Lys Gin Leu Gln Lys Arg 
Leu Ala Asn Gin Lys Arg 
Glu Arg Arg Lys Arg Arg 
Leu Met Asn Thr Lys Arg 
Protéines de la matrice extracellulaire 
Pro-BMP-1 Arg Ser Arg Ser Arg Arg 
Pro-fibrilline Arg Gly Arg Lys Arg Arg 
Pro-stromélysine Arg Asn Arg Gin Lys Arg 
Pro-ADAM-17 (TACE) Val His Arg Val Lys Arg 
Pro-aggrécanase Arg Pro Arg Ala Lys Arg 
Pro-MTl-MMP Asn Val Arg Arg Lys Arg 
Protéines sériques 
Pro-albumine Arg Gly Val Phe Arg Arg 
Pro-facteur IX Leu Asn Arg Pro Lys Arg 
Pro-protéine C Arg Ser His Leu Lys Arg 
Pro-facteur von Willebrand Ser His Arg Ser Lys Arg 













































Adapté de Seidah et al., 1999 
Les précurseurs sont divisés en quatre catégories en fonction de leur motif de 
reconnaissance par les convertases de proprotéines constitué de résidus basiques 
essentiels en position Pl, PZ, P4, P6 et/ou PZ' (identifiés en caractère gras). Cette 
liste, non-exhaustive, inclue une grande variété de substrats impliqués dans 
différents processus physiologiques et pathologiques. 
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Les précurseurs de type 1 consistent en des proprotéines de la voie de sécrétion 
constitutive qui présentent un site de clivage correspondant à R-X-R/K-R-l,, un motif 
privilégié par la furine (Hatsuzawa et al., 1992a; Hosaka et al., 1991). Puisque la furine et 
la PC7 sont largement exprimées dans différents tissus et types cellulaires et résident 
principalement dans le trans-Golgi, les précurseurs présentant ce motif sont 
préférentiellement clivés par ces enzymes. Les précurseurs de type II sont clivés en C-
terminal d'une paire d'acides aminés basiques de type (RIK)-(K/R)-l,. Un acide aminé 
basique (R, K ou H) peut être retrouvé de 4 à 6 résidus en N-terminal du site de clivage. 
Ces précurseurs incluent, de façon majoritaire, les hormones et neuropeptides synthétisés 
sous forme de pro-peptides qui sont généralement clivés par les convertases PCl et PC2 à 
l'intérieur des granules de sécrétion (Benjannet et al., 1991; Malide et al., 1995; Rouille et 
al., 1995; Smeekens et al., 1992). Les précurseurs de type III sont clivés suivant un site 
monobasique généralement constitué d'un RJ.. précédé d'un résidu basique en position P4, 
P6 ou P8 (Devi, 1991). Bien que le motif R-X-X-R représente la séquence consensus 
minimale reconnue par la furine (Hatsuzawa et al., 1992b; Molloy et al., 1992; Nakayama, 
1997), aucune convertase ne semble présenter de spécificité particulière pour ce type de 
précurseurs. La quatrième catégorie de précurseurs contient les proprotéines dont la 
maturation a lieu à la suite d'un site mono ou dibasique. Ces protéines diffèrent de celles 
des autres groupes par la présence caractéristique d'un Rou K situé en position P2', soit à 
deux bases en aval du site de clivage. La convertase PC5A semble être la plus apte à 
cliver ce type de précurseurs (Campan et al., 1996; Nachtigal and Ingraham, 1996). 
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Le domaine catalytique de chacune des PC est responsable de leur capacité à cliver des 
substrats et définit leurs préférences catalytiques. La spécificité d'action des convertases 
dépend également de la régulation de leur expression au niveau intra-cellulaire et 
tissulaire ainsi que de leur colocalisation avec des substrats. Bien qu'on ait démontré 
qu'un même précurseur peut être clivé par différentes convertases in vitro, il est possible 
que dans un contexte in vivo, selon le répertoire de PC exprimées par les cellules, les 
proprotéines ne rencontrent qu'une enzyme apte à les cliver. Également, les études de 
surexpression sont susceptibles de fournir de faux résultats positifs étant donné la 
présence d'enzymes à des niveaux non-physiologiques et ce, dans un contexte souvent 
hétérologue. 
L'étude des patrons d'expression tissulaire révèle que chaque PC pourrait participer à des 
fonctions biologiques différentes puisqu'aucune convertase ne présente une distribution 
identique (Beaubien et al., 1995; Day et al., 1993; Day et al., 1992; Dong et al., 1995; 
Dong et al., 1997; Schafer et al., 1993; Seidah et al., 1994). Des évidences plus directes 
sur le rôle de chacune des PC en contexte physiologique ont été obtenues de modèles de 
souris transgéniques déficientes pour les différentes convertases. D'abord, la furine, dont 
les fonctions biologiques sont les mieux définies, ne semble pas essentielle à la survie de 
lignées cellulaires déjà établies, puisque l'absence de furine fonctionnelle chez les cellules 
LoVo (Takahashi et al., 1993; Takahashi et al., 1995) et CHO RPE.40 (Inocencio et al., 
1993; Inocencio et al., 1997) n'est pas létale. On suppose que la survie des cellules LoVo 
est due à l'expression d'autres PC telles que la PACE4 et la PC7 (Hallenberger et al., 
1997; Miranda et al., 1996; Seidah et al., 1994). Récemment, l'équipe du Dr Creemers a 
développé un modèle de souris transgéniques présentant une déficience de l'expression de 
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la furine au foie qui est conditionnelle à la réponse à l'interféron (interferon inducible Mx-
Cre/loxP furin knock-out mouse mode[) (Roebroek et al., 2004). Malgré l'inactivation 
presque complète de la furine dans le foie de souris adultes, aucune anormalité 
morphologique n'a été observée. De plus, la maturation de divers substrats de la furine 
était soit non affectée (le récepteur de l'insuline) ou altérée sans être complètement 
bloquée (l'intégrine a5, le récepteur protéique lié à la lipoprotéine, l'albumine et la 
vitronectine ). Ces résultats sont en contradiction avec la mort embryonnaire de souris 
arborant une déficience générale en furine, indiquant une fonction non redondante lors des 
étapes précoces du développement (Constam and Robertson, 2000b; Roebroek et al., 
1998). Le patron d'expression de la furine lors de l'embryogenèse diffère nettement de 
celui des convertases PCl, PC2, PACE4 et PC5 (Marcinkiewicz et al., 1993; 
Marcinkiewicz et al., 1994; Zheng et al., 1997). On lui suggère un rôle essentiel dans la 
maturation de facteurs de croissance nécessaires au développement puisque les embryons 
fur-/- présentent des défauts de croissance dès le 8e jour embryonnaire et meurent entre le 
11 e et 12e jour (Roebroek et al., 1998). 
Des modèles de souris déficientes pour les autres PC, à l'exception de la PC5A, ont été 
réalisés et les phénotypes observés sont résumés au tableau III. Brièvement, l'inactivation 
de la PC5B est létale au stade embryonnaire {Taylor et al., 2003) tandis qu'une fraction 
des souris déficientes pour la PCl (Villeneuve et al., 2002; Zhu et al., 2002) et la PACE4 
(Constam and Robertson, 2000a) meurent in utero. Une déficience de la convertase PC2 
donne lieu à des phénotypes sévères mais viables (Furuta et al., 1997). Les animaux 
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Tableau ID: Les phénotypes associés à la déficience en convertases de 
proprotéines chez la souris. 
Convertase de 
proprotéines Phénotypes Références 
déficiente 
Mort embryonnaire 
Furine Défauts dans la fermeture ventrale Roebroek et al., 1998 
Insuffisance hémodynamique Constam et al, 2000 
Absence de rotation axiale 
Mort embryonnaire ( 40%) 
PC1/PC3 Mort post-partum ( 40%) 
(modèle A) Zhu et al., 2002 
20% de souriceaux survivants : 
nanisme et diarrhée chronique 
PC1/PC3 Mort embryonnaire Villeneuve et al., 2002 
(modèle B) 
Retard de croissance post-partum 
PC2 Hypoglycémie Furuta et al., 1997 
Défauts de maturation de peptides 
endocriniens 
PC4 Réduction de la fertilité Mbikay et al., 1997 
Phénotypes variables : 
25% de mort embryonnaire 
PACE4 Malformations cardiaques Constam et al., 2000 
Défauts dans la rotation axiale 
Défauts cranofaciaux 
PCSA Aucun modèle disponible 
PCSB Mort embryonnaire (el0.5-11.5) Taylor et al., 2003 
PC7 Aucun phénotype rapporté Taylor et al., 2003 
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déficients en PC4 sont également viables mais ont une fertilité réduite (Mbikay et al., 
1997b ). Seules les souris déficientes pour la convertase largement exprimée PC7 ne 
présentent pas de phénotypes particuliers, ce qui suggère une redondance complète 
(Taylor et al., 2003). Ces études indiquent donc que l'activité de certaines PCs est non-
redondante, en ce qui concerne la maturation de protéines essentielles au développement 
embryonnaire, et laissent présager des fonctions redondantes pour d'autres convertases. 
1.5 Les inhibiteurs des convertases de proprotéines. 
Les convertases de proprotéines constituent une cible d'intérêt pour le développement 
d'inhibiteurs spécifiques puisqu'elles sont responsables de l'activation d'une panoplie de 
protéines impliquées dans de nombreux processus physiologiques et pathologiques 
(discuté plus loin). Le développement d'inhibiteurs représente également un outil d'intérêt 
afin de délimiter les fonctions et les substrats spécifiques à chacune des convertases. Au 
fil des années, différents inhibiteurs ont été caractérisés. Parmi les plus communs, on 
retrouve des inhibiteurs synthétisés chimiquement, des inhibiteurs protéiques modifiés 
possédant un motif de reconnaissance pour la furine ainsi que des inhibiteurs exprimés de 
façon endogène. 
Parmi les inhibiteurs chimiques, on retrouve le décanoyl-Arg-Val-Lys-Arg-CH2Cl. Cet 
inhibiteur compétitif, capable de former un complexe enzyme-inhibiteur covalent, 
consiste en une séquence peptidique représentant le motif de reconnaissance pour la furine 
couplée à un chloromethylketone (Angliker, 1995; Basak et al., 1995; Garten et al., 1994; 
Jean et al., 1995). Bien que relativement puissant, des études d'activités enzymatiques ont 
établi que cet inhibiteur n'est pas spécifique à la furine puisqu'il inhibe les six autres 
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membres de la famille des PC avec une efficacité similaire (tableau IV) (Jean et al., 1998). 
Un second inhibiteur synthétisé chimiquement est le nona-L-arginine qui est, comme son 
nom l'indique, un peptide formé de 9 L-arginines (Cameron et al., 2000a). Ce peptide 
présente une certaine spécificité pour la furine avec un Ki de 40 nM, mais peut tout de 
même inhiber la PACE4 et la PCl avec des valeurs respectives de Ki de 110 nM et 2,5 
µM. 
Une deuxième forme de molécules inhibitrices est issue d'inhibiteurs protéiques modifiés 
afin d'introduire un site de reconnaissance pour la furine. Parmi ceux-ci, il a été démontré 
que l'inhibiteur général de protéases a 2-macroglobuline (a2M), muté de façon à exprimer 
un motif de reconnaissance furine, se complexe avec la furine et inhibe son action in vitro 
et in vivo (Van Rompaey et al., 1997). Cependant, malgré la présence d'un motif de type 
furine, l'a2M mutée n'est pas spécifique pour les PC puisqu'elle est capable d'inhiber 
aussi efficacement d'autres protéases telles que la trypsine et l 'élastase. Une seconde 
approche utilisée dans le développement d'inhibiteurs protéiques pour les PC a consisté 
en la construction d'une version modifiée de la serpine (serine Qrotease inhibitor) al-
antitrypsine (al-AT) (Anderson et al., 1993; Benjannet et al., 1997; Jean et al., 1998). 
L'al-AT humaine est un inhibiteur physiologique de l'élastase de neutrophiles (Kurachi 
et al., 1981; Perlmutter and Pierce, 1989). Le remplacement de la méthionine en position 
358 par une arginine (AIPM à AIPR) dans le site catalytique de l'al-AT modifie la 
spécificité de la serpine de l'élastase à la thrombine (Owen et al., 1983). Ce mutant 
nommé al-AT Pittsburgh a été identifié chez des patients souffrant d'hémophilie pour 
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Tableau IV : Efficacité du peptide Dec-RVKR-CH2Cl à inhiber in vitro 










Adapté de Jean et al., 1998 
Tableau V: Efficacité de la serpine modifiée a.1-antitrypsine PDX à inhiber 
in vitro l'activité enzymatique des convertases de proprotéines de mammifère. 
a.1-AT-PDX 








Adapté de Jean et al., 1998 
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lesquels une déficience sévère dans l'activité de la thrombine a été observée. Par la suite, 
le groupe de recherche du Dr Thomas a muté l'alanine en P4 pour une arginine afin 
d'obtenir un motif de reconnaissance pour la furine (RIPR) générant ainsi l'al-AT 
Portland (al-PDX) (Anderson et al., 1993). Cet inhibiteur forme un complexe stable avec 
la furine et agit en tant que substrat suicide (Jean et al., 1998). Des essais enzymatiques 
indiquent que l'al-PDX est un inhibiteur puissant et spécifique de la furine avec un Ki de 
0,6 nM. Il peut aussi inhiber la convertase PC5, toutefois à un niveau moindre (Ki de 2,3 
nM). Des doses de 100 à 2000 fois plus élevées sont nécessaires afin d'inhiber les autres 
membres de la famille des PC ainsi que la protéase thrombine (tableau V) (Anderson et 
al., 1993; Jean et al., 1998). 
Viennent ensuite les inhibiteurs endogènes des convertases. Lors des études de 
caractérisation du PIS ([!_roteinase -j_nhibitor 8), il a été établi que cette serpine présentait la 
capacité d'inhiber des protéases humaines, soit la trypsine et la thrombine, ainsi que la 
subtilisine A de Bacillus subtilisis (Dahlen et al., 1997; Sprecher et al., 1995). Cette 
serpine, de la famille de l'ovalbumine, contient en son site actif deux motifs de 
reconnaissance pour la furine et forme un complexe SDS-stable avec la furine, ce qui 
engendre une inhibition de son activité avec un Ki de 54 pM (Dahlen et al., 1998). Il a été 
démontré au laboratoire que le PIS inhibe efficacement la furine des plaquettes. Toutefois, 
cet inhibiteur ne représente pas un outil de travail spécifique puisqu'il peut inhiber des 
protéases autres que les PC, tel que mentionné précédemment, et que son aptitude à 
inhiber d'autres membres de la famille des PC n'a pas encore été étudiée. Une nouvelle 
serpine, nommée Spn4A, a récemment été identifiée chez la Drosophile (Oley et al., 
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2004; Richer et al., 2004). Le Spn4A présente un motif de reconnaissance furine (R-R-K-
R,.i.) et est impliqué dans le processus de maturation de peptides dans la voie de sécrétion 
endogène de la Drosophile. Le Spn4A inhibe la furine humaine et la PC2 de drosophile 
avec des Ki respectifs de 13 pM et de 3.5 nM, ce qui en fait l'inhibiteur de la furine le plus 
puissant parmi les molécules caractérisées jusqu'à maintenant (Richer et al., 2004). Des 
études supplémentaires sont toutefois requises afin de déterminer sa spécificité face aux 
autres membres de la famille des PC. Des inhibiteurs endogènes de la PCl et de la PC2 
ont également été identifiés. La protéine 7B2, le premier inhibiteur endogène des 
convertases à avoir été découvert, inhibe la PC2 lorsque utilisée à des concentrations de 
l'ordre des nanomolaires (Lindberg et al., 1995; Muller and Lindberg, 1999) tandis des 
concentrations de l'ordre des micromolaires de proSAAS inhibe la PCl (Fricker et al., 
2000). L'activité inhibitrice de la 7B2 est hautement spécifique pour la PC2 (Lindberg et 
al., 1995) tandis que le proSAAS peut inhiber la PCl, la PC2 ainsi que la furine (Cameron 
et al., 2000b ). 
Tel que mentionné précédemment, les convertases de proprotéines contiennent un pro-
segment, qui une fois clivé, joue le rôle d'inhibiteur endogène« en cis »afin de préserver 
l'activité de l'enzyme lors de son transport dans la cellule (Fu et al., 2000). Puisque les 
pro-segments de chacune des PC ne présentent que de faibles niveaux d'homologie (voir 
figure 1), il a été suggéré que ces pro-domaines puissent être utilisés en tant qu'inhibiteurs 
puissants et spécifiques pour leur enzyme respective. Plusieurs équipes de recherche ont 
étudié la spécificité et la capacité d'inhibition des pro-domaines de chacune des 
convertases sur des préparations d'enzymes purifiées (Boudreault et al., 1998; Fugere et 
al., 2002; Zhong et al., 1999b). Les résultats révèlent que les pro-segments sont des 
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inhibiteurs puissants des PC (de l'ordre du nanomolaire). Toutefois, les pro-domaines ne 
sont pas hautement spécifiques pour leur enzyme parentale et donc des modifications 
structurales seraient nécessaires afin d'augmenter les niveaux de spécificité en vue d'une 
utilisation en tant qu'inhibiteurs spécifiques. 
Ainsi, malgré les nombreuses tentatives, le développement d'inhibiteurs sélectifs pour 
chacune des convertases demeure problématique et ce, probablement à cause des 
similarités observées au niveau des domaines catalytiques et de la spécificité de clivage 
apparente des PC. 
1.6 L'implication de la furine dans les processus physiologiques et pathologiques. 
L'activation spatio-temporelle appropriée de proprotéines est manifestement importante 
pour le maintien de l'homéostasie. Cependant, des pathogènes bactériens et viraux 
peuvent utiliser la machinerie protéolytique de l'hôte à leur avantage. Également, diverses 
conditions pathologiques sont associées à une augmentation de l'activité protéolytique. 
Ainsi, la furine est connue pour activer de nombreux précurseurs protéiques jouant des 
rôles importants dans différents processus physiologiques (ex: embryogenèse) et 
pathologiques tels que les infections virales et bactériennes, l' Alzheimer et le cancer. 
1.6.1 L'embryogenèse 
Tel que mentionné précédemment, on attribue un rôle essentiel à la furine lors du 
développement embryonnaire. Selon l'analyse physiopathologique des embryons fur-/-, 
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leur décès serait attribuable à une insuffisance hémodynamique due à l'incapacité du tube 
cardiaque à se fusionner ainsi qu'à des défauts dans la fermeture ventrale (Constam and 
Robertson, 2000b; Roebroek et al., 1998). La morphologie vasculaire du sac vitellin est 
également anormale, bien que les précurseurs de cellules sanguines et endothéliales soient 
formés. De plus, on observe une absence de rotation axiale et ce, malgré l'expression 
appropriée de deux marqueurs d'asymétrie droite-gauche, Nodal et eHand. L'expression 
tissulaire d' ARNm fur varie tout au long du processus de développement et est 
coordonnée avec celle de plusieurs substrats tels que le TGFP 1, le TGFP2, le BMP-2,- 4, -
5, -6 et -7, le Nodal ainsi que le IGF (Collignon et al., 1996; Dickson et al., 1993; Jones et 
al., 1991; Lyons et al., 1995; Roebroek et al., 1998; Winnier et al., 1995; Zheng et al., 
1994). Ce chevauchement dans les patrons d'expression indique que la furine pourrait 
contribuer à l'activation in vivo d'au moins une partie de ces facteurs. 
Plus particulièrement, il a été démontré au laboratoire que le TGFP 1 et le TGFP2 sont 
efficacement clivés par la furine (Dubois et al., 2001; Dubois et al., 1995). De façon 
intéressante, des phénotypes similaires aux souris fur -/-, en ce qui a trait à l'incapacité à 
développer de larges vaisseaux sanguins dans le sac vitellin et à la mort embryonnaire au 
11 e jour, sont également observés chez des modèles transgéniques déficients pour le 
TGFP 1 (Dickson et al., 1995). De plus, chez les embryons fur -/-, l'allantum, un tissu 
exprimant des niveaux élevés d' ARNmfur, est incapable de se fusionner avec le chorion. 
La fusion chorionallantoïque est également abolie chez les embryons déficients en BMP-5 
et - 7, deux membres de la famille du TGFP (Solloway and Robertson, 1999). Ces 
observations suggèrent donc que des défauts dans la signalisation, résultant de l'activation 
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inadéquate de facteurs de croissance, contribuent aux malformations observées chez les 
souris déficientes en furine. 
1.6.2 Les infections virales et bactériennes 
En plus de son implication dans les processus physiologiques présentés ci-haut, on 
attribue un rôle important à la furine dans l'établissement de certaines pathologies. 
L'activation protéolytique par la furine de glycoprotéines d'enveloppes virales ainsi que 
de toxines de bactéries confèrent la virulence à un bon nombre de ces pathogènes. Par 
exemple, le clivage au site de reconnaissance furine contenu dans la glycoprotéine GP du 
virus Ebola est directement relié à sa létalité chez les humains (Volchkov et al., 1998). La 
protéine GP des souches virales d'Ébola provenant du Zaïre (l'actuelle République 
démocratique du Congo) et de la Côte d'ivoire, qui causent une fièvre hémorragique 
fulminante, contient à son site d'activation un motif dibasique (R-T-R-R-1.) qui est 
efficacement clivé par la furine. Par contre, un tel site de clivage est absent dans la 
protéine GP du virus Ebola Reston, un virus non-pathogène. Plusieurs autres virus 
nécessitent l'activation protéolytique de glycoprotéines à des sites de reconnaissances 
furine afin d'acquérir leur virulence. C'est le cas entre autres du cytomégalovirus humain, 
de l'influenza aviaire, de l'Epstein-Barr, du virus de la fièvre jaune, de la rougeole ainsi 
que du VIH (Jean et al., 2000; Maisner et al., 2000; Moulard and Decroly, 2000; Moulard 
et al., 1999; Watanabe et al., 1995; Zambon, 2001). 
Les PC jouent également un rôle clé dans l'activation de toxines de bactéries, telles que 
l'exotoxine A de Pseudomonas aeruginosa, la toxine diphtérique, la neurotoxine tetanus 
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et la toxine de l'anthrax (Beauregard et al., 2000; Gordon et al., 1995; Gu et al., 1996; 
McKee and FitzGerald, 1999; Molloy et al., 1992; Taylor et al., 2003). Ces dernières, 
exprimées sous forme de polypeptides, sont activées protéolytiquement à un site de 
reconnaissance furine à la surface des cellules cibles ou encore dans les compartiments 
endosomaux. Une perte de sensibilité partielle ou complète face à ces toxines a été 
observée chez des cellules déficientes en furine active. La surexpression de la furine de 
type sauvage a permis de mettre en évidence la participation de cette convertase dans la 
maturation des différentes toxines bactériennes. La transfection de P ACE4 a également 
restauré la maturation de diverses toxines, mais à un niveau moindre (Sucic et al., 1999). 
1.6.3 L' Alzheimer 
Les PC ont aussi été liées à des désordres neuro-dégénératifs. L'amyloïde-~, la principale 
composante des plaques séniles dans la maladie d'Alzheimer, est générée par l'activité 
protéolytique de la BACE (beta site amyloid precursor protein cleaving enzyme) (Vassar 
et al., 1999). Il a été démontré que le clivage de la pro-BACE par des convertases de type 
furine augmente son activité (Benjannet et al., 2001; Creemers et al., 2001). Également, la 
protéine CLAC ( collagen-like Alzheimer amyloid plaque component), une composante 
nouvellement identifiée des plaques amyloïdes, est relâchée par excision de sa molécule 
précurseure à un motif efficacement clivé par de la furine recombinante (Hashimoto et al., 
2002). 
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1.6.4 Le cancer 
Différentes études appuient l'hypothèse voulant que les PC et plus particulièrement la 
furine, jouent un rôle dans la genèse et la progression de désordres prolifératifs tels que le 
cancer. Des niveaux d'expression élevés de PC ont été rapportés chez plusieurs cancers 
humains et lignées de cellules tumorales, tel que résumé au tableau VI (Khatib et al., 
2002). Des analyses de biopsies de cancers humains ont d'abord révélé une forte 
expression de la furine dans des tumeurs de poumons de stades avancés (Mbikay et al., 
1997a). Puisque l'expression de la furine a subséquemment été associée avec le niveau 
d'agressivité de différents types de cancers, incluant le cancer du sein (Cheng et al., 1997) 
et de la tête et du cou (Bassi et al., 200lb), on propose une valeur pronostique à 
l'expression de la furine dans les tumeurs. Des études in vivo ont démontré que la 
transfection stable de la furine cause une augmentation significative du potentiel invasif et 
du volume des tumeurs formées chez des souris Scid à partir des lignées tumorales 
humaines, SSC12 et SSC15, issues de cancers de la tête et du cou (Bassi et al., 2003). 
D'autre part, des études de xénogreffes chez des souris immunodéficientes utilisant les 
lignées cellulaires humaines de leucémie (Jurkat T), de carcinome de colon (HT-29) 
(Khatib et al., 2001), d'astrocytomas (U87MG et Ul 18MG) (Mercapide et al., 2002), de 
carcinome de la tête et du cou (SCC15, A253 et Detroit 562) (Bassi et al., 2001a) ont 
révélé que l'expression de l'inhibiteur de la furine, l'al-PDX, inhibe l'incidence, la 
croissance, la capacité d'invasion et l'angiogenèse tumorale. L'impact de la furine sur la 
tumorigenèse serait attribuable à sa capacité à maturer/activer des substrats notoires qui 
sont impliqués directement ou indirectement dans chacun de ces processus. 
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Tableau VI : Expression des convertases de proprotéines chez différents 
cancers humains et lignées de cellules tumorales. 
Tumeurs humaines 
Adénomes pituitaires 
Tumeurs de la tête et du cou 
Tumeurs du sein 
Tumeurs des poumons 
Lignées cellulaires tumorales 
Adénomes pituitaires 
(HP75, Att-20) 
Carcinomes thyroïde médulaire 
(rMTC6-23) 
Carcinomes de la tête et du cou 
(SCC9, SCC12, SCC13, SCC15, 
SCC71, A253, det.262, FaDu) 
Glioblastomes 
(Lin-18, U138MG, U87MG, 
D247MG, T98G, LN-229, 
U373MG, LN-308, LN-428, 
U251MG) 
Cancer des poumons 
(H82, H345, H520, H209, 
H354, H510, H69, H146) 
Cancer du pancréas 
(RIN5F, 027B2) 
Cancer du sein 






Furine, PC 1, P ACE4, PC7 
Furine, PCl, PC2, PACE-4 




Furine, PCl, PC2 
Furine, PC 1, PC2 
Furine, PCl, PACE4, PC7 
Références 
Takumi, et al., 1998 
Seidah et al., 1997 
Bassi et al., 2001 
Cheng, et al., 1997 
Mbikay, et al., 1997 
Seidah, et al., 1994; 
Jin, et al., 1999; 
Rovere, et al .. , 1996 
Rovere, et al .. , 1996 
Bassi et al., 2001 
Leitlein, et al., 2001 
Mbikay, et al., 1997 
Rounseville, et al., 2000 
Yoon, et al., 1997 
ltoh, et al., 1996 
Cheng, et al., 1997 
Brar, et al., 1999 
Du et al., 2001 
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Lignées cellulaires tumorales 
Cancer de l'intestin 
(STC-1) 
Cancer du colon 
(HCT8, LoVo, HT29, LS174T, 
coloDM320, Cl 19A) 
Cancer des gonades 
(H-500) 
Convertases exprimées Références 
PCI, PC2 Y oon, et al., 1997 
PC5 Rovere, et al.., 1996 
Furine Liu, et al., 1995 
La furine participe à la maturation de facteurs de croissance qui favorisent la prolifération 
tumorale, tels que l'IGF-1 (Duguay et al., 1995), l'IGF-2 (Duguay et al., 1998), le PDGF-
A (Siegfried et al., 2003b) et le TGFPl (Dubois et al., 2001; Dubois et al., 1995). Il a été 
décrit précédemment que le milieu conditionné des cellules du pancréas MIN6 
surexprimant la furine stimule la croissance de cellules parentales contrôles tandis que le 
milieu de cellules exprimant l'al-PDX donne lieu à un taux de prolifération beaucoup 
plus faible (Kayo et al., 1997). Ces observations suggèrent donc que la surexpression de la 
furine stimule la croissance via un mécanisme autocrine/paracrine. La furine peut 
également activer les récepteurs cellulaires, IGFR-1 (Khatib et al., 2001) et c-Met 
(Komada et al., 1993), qui transmettent respectivement les signaux cellulaires initiés par 
la liaison des facteurs de croissance IGF-1 et HGF. 
La furine a également un rôle bien établi dans le processus d'invasion tumorale. Les 
niveaux d'expression d' ARNm et de protéine furine corrèlent avec l'aggressivité et la 
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capacité invasive de lignées de cellules tumorales dérivées de cancers du poumon et de la 
tête et du cou (Bassi et al., 2001b). La furine active des protéines directement impliquées 
dans le mécanisme d'invasion telles que les métalloprotéinases de la matrice (MMP) mais 
aussi des facteurs de croissances (ex : TGFP 1) et des intégrines qui induisent l'expression 
d'enzymes qui dégradent la matrice extracellulaire telles que l'urokinase et les MMP 
(Forbes et al., 2004; Kim et al., 2004; Levinson et al., 2004). Les cellules de carcinome de 
colon HT-29, qui expriment de façon stable l'al-PDX, démontrent une inhibition de leur 
capacité invasive qui est associée à une inhibition de la maturation de la MTl-MMP 
(Khatib et al., 2001), une métalloprotéinase dont l'implication dans le processus 
d'invasion tumorale est largement documentée (discuté plus loin). La furine est également 
impliquée dans l'activation de la stromélysine-3 (Pei and Weiss, 1995), un membre de la 
famille des MMP dont l'expression a été associée avec un accroissement de la 
tumorigénicité (Tetu et al., 1998). La sous-unité av de l'intégrine avp3, dont l'expression 
corrèle avec la capacité invasive des cellules tumorales, est également un substrat reconnu 
de la furine (Lehmann et al., 1996; Lissitzky et al., 2000; Rolli et al., 2003). De plus, les 
cellules HT-29 dont la furine est inhibée exhibent une diminution significative des 
niveaux d'ARNm uPA, tPA, uPAR et PAI-1, des molécules impliquées dans l'invasion 
mais dont l'activation serait indépendante de l'activité des PC (Khatib et al., 2001). Ces 
résultats indiquent donc une implication directe et indirecte de la furine dans l'invasion de 
cellules tumorales. 
L'analyse immunohistochimique de l'antigène CD31, un marqueur des cellules 
endothéliales, a révélé une diminution de la vascularisation des tumeurs formées à partir 
de cellules exprimant l'al-PDX (Siegfried et al., 2003a). La furine participe à la 
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maturation de différents facteurs de croissance, tels que le VEGF-C, le PDGF-A et le 
TGF~ 1, qui induisent directement la prolifération des cellules endothéliales (Bernatchez 
et al., 2002; Dubois et al., 1995; Kumar et al., 1998; Siegfried et al., 2003a; Siegfried et 
al., 2003b ). Ces facteurs peuvent également induire la production de facteurs pro-
angiogéniques (ex: VEGF, MMP) par les cellules tumorales, stromales et endothéliales 
(Hagedorn et al., 2001; Puyraimond et al., 1999; Sugano et al., 2003). Tel que mentionné 
précédemment, la furine active la MTl-MMP, une métalloprotéinase impliquée dans la 
migration des cellules endothéliales (Chun et al., 2004; Yana and Weiss, 2000). Enfin, la 
VE-cadhérine, une molécule nécessaire à l'adhésion des cellules endothéliales entre elles, 
possède un motif de reconnaissance pour la furine à son site d'activation (Gory-Faure et 
al., 1999). 
Ainsi, les essais d'inhibition et de surexpress10n de la furine témoignent de son 
importance dans le processus de progression tumorale. Jusqu'à maintenant quelques 
substrats de la furine ont été proposés en tant que médiateurs des ses effets pro-
tumorigéniques. Ils sont résumés à la figure 4. Toutefois, la participation d'autres 
molécules peut être envisagée étant donné le nombre et la diversité des substrats de la 
furine répertoriés jusqu'à maintenant. De plus, des études supplémentaires sont requises 
afin de comprendre les mécanismes impliqués dans la régulation de l'expression de cette 
convertase en condition tumorigénique. 
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Maturation de facteurs de croissance 
(ex: VEGF-C, PDGFA et TGF~l) 
Activation de: 
métalloprotéinases de la matrice (MTl-MMP et stromélysine-3) 
et 
sous-unité av de l'intégrine av~3 
~ ~1-I_n_v_a_s_i_o_n_t_u_m_o_ra_l_e~ 
Figure 4: Les rôles de la furine dans le processus de progression tumorale. La 
furine est responsable de l'activation/maturation d ' une panoplie de substrats qui 
participent activement aux différentes étapes du processus de la tumorigenèse. 
Quelques exemples de ces substrats sont représentés ci-haut. 
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1. 7 La régulation de l'expression de la furine. 
Le gène de la furine est constitué d'environ 20 kpb et la séquence codante est dispersée 
sur 15 exons, débutant à l'exon 2 et se terminant à l'exon 16 (Roebroek et al., 1986a). De 
façon intéressante, il a été démontré que la convertase furine est encodée par trois 
isoformes distincts d' ARNm (Ayoubi et al., 1994). Ces transcrits diffèrent dans leur 
région 5' mais sont traduits à partir du même codon AUG, résultant en des protéines 
identiques. À l'aide d'analyses d'extension utilisant des oligonucléotides (primer 
extension analysis), les sites d'initiation de la transcription de ces trois formes d'ARNm 
ont été définis. Les régions génomiques localisées immédiatement en amont des trois sites 
alternatifs de début de transcription, nommées exon l, lA et lB, possèdent des activités 
promotrices. Ainsi, l'expression de la furine est régulée par trois promoteurs distincts, soit 
le Pl, le PlA et le PlB, identifiés selon l'exon qui les encode (figure 5). Il semble que 
l'activité de chacun de ces promoteurs varie en fonction du type cellulaire. Par exemple, 
des expériences utilisant la luciférase en tant que gène rapporteur ont démontré que le 
promoteur Pl joue un rôle prédominant chez des lignées de cellules du foie (HepG2) et 
mégakaryocytaires (Dami) tandis que le promoteur Pl A est le plus actif chez des lignées 
de cellules pulmonaires (NCI-H82) et chondrocytaires (ATDC5) (Ayoubi et al., 1994). 
Des études initiales de caractérisation de chacun des trois promoteurs de la furine ont 
permis de les diviser en 2 catégories selon les motifs présents dans leur séquence 
respective (Ayoubi et al., 1994). Ainsi, le promoteur Pl de 3,7 kpb s'apparente à un 
promoteur inductible étant donné la présence des éléments TATA et CAAT dans sa 
région proximale. De plus, le promoteur Pl, contrairement au PlA et au PlB, est 





Exon lA Exon lB 
Pl A PlB 




Adapté de Ayoubi et al., 1994 
Figure 5: L'organisation génétique de la région présente en 5' du gène de la furine 
humaine. L'expression de la furine est régie, au niveau transcriptionnel, par 
l'activité de trois promoteurs distincts. Ces promoteurs, encodés par les exons 1, lA 
et lB, sont nommés respectivement Pl, PIA et PlB. Le promoteur Pl possède des 
caractéristiques communes aux promoteurs inductibles, tandis que les promoteurs 
PIA et PlB s'apparentent aux promoteurs de type constitutif. 
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présentent plutôt des caractéristiques de promoteurs constitutifs puisqu'ils ne possèdent 
pas de boîte TATA et contiennent des séquences riches en GC ainsi que de nombreux 
sites de liaison pour le facteur de transcription SPI. 
Bien que la découverte des promoteurs contrôlant l'expression de la furine remonte à 
1994, encore bien peu d'informations sont disponibles quant à leur régulation. La majorité 
des données obtenues jusqu'à ce jour sont issues de travaux réalisés dans notre 
laboratoire. Ainsi, le Dr Blanchette a démontré que l'expression d'ARNm fur est 
augmentée chez des cellules fibroblastiques, hépatiques et synoviales suite à la 
stimulation avec son substrat, le TGFf31, ce qui engendre une boucle interne 
d'autorégulation (Blanchette et al., 1997). Cette régulation implique les Smad (§_imilar to 
mothers ggainst 4.ecapentaplegic), des éléments de la cascade d'activation induite par le 
TGFP (discuté plus loin). Le Smad2 en association avec le Smad4 et F AST-1 ainsi que le 
Smad3 en association avec le Smad4 et AP-1 seraient responsables de l'induction de la 
transcription du gène fur par le TGFP 1 (Blanchette et al., 2001 b ). De plus, il existe une 
coopération entre la voie des Smad et de la voie des MAP Kinases (MAPK) concernant 
l'amplification de la transcription du gène fur. Il a été démontré que la MAPK p42/44 est 
activée en réponse au TGFP 1 et induit la localisation nucléaire de Smad2, entraînant ainsi 
l'augmentation de la transcription du gène fur (Blanchette et al., 2001a). 
Par la suite, des études réalisées par la Dre Laprise ont mis en évidence l'augmentation 
rapide de l'expression et de l'activité protéolytique de la furine lors de la différenciation 
de cellules mégakaryoblastiques (Laprise et al., 2002). La différenciation de ces cellules 
conduit à la génération de plaquettes via un processus contrôlé impliquant l'expression 
36 
successive et coordonnée de facteurs de transcription. Le facteur GATA-1 est connu pour 
être essentiel à ce processus puisqu'il régule l'expression de plusieurs gènes 
mégakaryocytaires (Shivdasani et al., 1997). L'étude de l'activité des différents 
promoteurs de la furine chez une lignée mégakaryoblastiques humaines, les cellules 
Dami, différenciées au PMA, a indiqué que le promoteur P 1 de la furine est le plus 
puissant et le plus sensible en réponse à l'expression ectopique de GATA-1. Une 
séquence de liaison GATA identifiée dans la région proximale de Pl serait requise pour 
son activité basale et induite en réponse au facteur de transcription GATA-1 (Laprise et 
al., 2002). 
Une caractérisation plus exhaustive des promoteurs de la furine serait nécessaire afin de 
mieux comprendre les mécanismes qui régissent son expression dans le contexte du 
développement embryonnaire mais également dans le contexte de certaines pathologies 
telles que le cancer. 
2.LECANCER 
2.1 Le processus de progression tumorale. 
La carcinogenèse est un processus qui implique différents changements aux mveaux 
phénotypique et génétique. Une tumeur maligne possède plusieurs attributs phénotypiques 
tels que la croissance excessive, l'invasion locale ainsi que l'habilité à former des 
métastases à des sites distants de la tumeur primaire. Ces caractéristiques sont acquises de 
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façon successive via un phénomène que l'on nomme progression tumorale. Au niveau 
moléculaire, la progression est le résultat de l'accumulation d'altérations génétiques qui 
peut être favorisée par des défauts de la machinerie de réparation de l' ADN. Les 
changements génétiques qui alimentent la progression tumorale impliquent non seulement 
des gènes qui régulent la croissance, mais aussi des gènes impliqués dans l'angiogenèse, 
l'invasion et la formation de métastases (Michor et al., 2004). Il existe environ 100 types 
de cancers distincts, toutefois, six changements fondamentaux dans la physiologie 
cellulaire semblent collectivement dicter le phénotype malin. Ceux-ci incluent: 1) 
l'autonomie dans les signaux de croissance, 2) l'insensibilité face aux signaux inhibiteurs 
de la croissance, 3) l'évasion de l'apoptose, 4) la réplication illimitée (i.e. surmonter la 
sénescence cellulaire), 5) l'angiogenèse et 6) !'habilité à quitter le site primaire et à former 
des métastases (Hanahan and Weinberg, 2000). 
D'abord, il existe différentes stratégies afin d'acquérir l'autonomie de prolifération. 
Celles-ci impliquent des altérations aux niveaux des signaux extracellulaires de 
croissance, des médiateurs de la signalisation et/ou des circuits intracellulaires qm 
traduisent ces signaux en action. Plusieurs cellules tumorales acquièrent !'habilité à 
synthétiser (ou à augmenter la synthèse) des facteurs de croissance, comme par exemple 
le PDGF, le TGFa, le TGFp, le EGF, etc (Kambhampati et al., 2005; Spencer-Cisek, 
2002; Yu et al., 2003). Également, les récepteurs à la surface cellulaire, qui transmettent 
les signaux prolifératifs, sont souvent surexprimés et deviennent hypersensibles au niveau 
ambiant de facteurs de croissance qui n'engendrerait normalement pas de prolifération. 
Par exemple, le récepteur de l'EGF est augmenté chez les tumeurs de l'estomac, du 
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cerveau et du sein (Takehana et al., 2003; von Bossanyi et al., 1998; Zhou and Hung, 
2003). Des modifications structurales des récepteurs peuvent aussi induire la signalisation 
et la croissance de façon indépendante de la liaison du ligand. Des versions tronquées du 
récepteur à l'EGF, dénuées d'une partie de la queue cytoplasmique, sont constitutivement 
actives (Nagane et al., 1996). Les médiateurs cytoplasmiques qui reçoivent et traitent les 
signaux peuvent également être altérés. La cascade Ras-Raf-MAPK joue un rôle central 
dans le développement tumoral. Dans 25% des cancers humains, la protéine Ras est 
présente sous une forme mutée qui induit la libération d'un flux de signaux mitogéniques 
dans la cellule, et ce, sans stimulation par les régulateurs en amont (Medema and Bos, 
1993). En plus de Ras, plusieurs autres oncogènes, incluant les protéines APC, src et 
PI3K, sont communément mutées dans divers cancers humains et engendrent la 
croissance autonome des cellules tumorales. Finalement, toutes les voies de signalisation 
agissent au noyau où elles ont un impact sur de nombreux gènes qui orchestrent le cycle 
mitotique de la cellule. Ainsi, l'autonomie de croissance peut être attribuée à la mutation 
de gènes qui régulent la transcription de l' ADN, tels que les oncoprotéines Mye, Jun et 
Rel ou à la mutation de cyclines et des kinases dépendantes des cyclines qui régissent 
l'entrée dans le cycle cellulaire (Malumbres and Camero, 2003). 
À l'intérieur d'un tissu sain, de multiples signaux anti-prolifératifs agissent de façon à 
maintenir la quiescence cellulaire et l'homéostasie tissulaire. Lors de la progression 
tumorale, les cellules acquièrent une insensibilité à ces signaux de différentes façons. La 
sensibilité des cellules tumorales aux agents anti-prolifératifs peut être interrompue en 
régulant à la baisse l'expression de récepteurs/médiateurs de la signalisation ou en 
exprimant des récepteurs/médiateurs de la signalisation mutés et non-fonctionnels 
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(Hanahan and Weinberg, 2000). Les effets anti-prolifératifs du TGFPl sont parmi les 
mieux documentés et seront discutés plus loin. 
La croissance des tumeurs n'est pas déterminée que par le taux de prolifération mais aussi 
par le taux de mortalité cellulaire. La survie cellulaire est régulée par des gènes qui 
contrôlent l'apoptose. Chez les cellules tumorales, des altérations au niveau des 
médiateurs de l'apoptose sont observées. Par exemple, certains cancers, dont des 
carcinomes hépatocellulaires, présentent des niveaux réduits du récepteur de mort CD95 
aussi nommé Fas, ce qui rend les cellules moins susceptibles à l'apoptose induite par le 
ligand du Fas (FasL) (Lee et al., 2001). La protéine p53 est également un gène pro-
apoptotique important puisqu'elle induit l'apoptose des cellules qui sont incapables de 
réparer les dommages causés à leur ADN. Cependant, dans plus de 70% des cancers 
humains, des défauts dans le gène encodant la p53 sont observés et engendrent la 
production d'une protéine inactive. Ainsi, chez ces cellules, les dommages à l' ADN 
subsistent et sont transmis lors de la division cellulaire, ce qui contribue à la 
transformation maligne. La surexpression de facteurs anti-apoptotiques tels que le BCL2 
et/ou l'inhibition de l'expression de facteurs pro-apoptotiques sont aussi rapportées chez 
différents cancers (Krajewski et al., 1999). Des facteurs de croissances, tels que l'IGF-1, 
peuvent également induire des signaux de survie via la liaison et l'activation de leurs 
récepteurs (Baserga et al., 2003). 
La plupart des cellules normales ont la capacité de se diviser entre 60 et 70 fois avant 
d'entrer dans une sénescence réplicative. Ce phénomène est attribuable au 
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raccourcissement progressif des télomères suivant chaque division cellulaire. Le maintien 
des télomères, et donc de la capacité de réplication, est observé virtuellement chez tous les 
types de cancers. Dans 85% à 95% des cas, ceci est dû à une régulation à la hausse de 
l'expression de l'enzyme télomérase, qui a pour fonction de maintenir les télomères à une 
longueur normale (Brunori et al., 2005; Bryan and Cech, 1999; Shay and Bacchetti, 
1997). 
Malgré les nombreuses anormalités génétiques présentées ci-haut, les tumeurs solides ne 
peuvent croître au-delà d'un diamètre de 1 à 2 mm sans la formation de nouveaux 
vaisseaux sanguins. Ce diamètre représente la distance maximale de diffusion des 
nutriments et de l'oxygène du sang vers les tissus (Hanahan and Folkman, 1996). La 
néovascularisation tumorale possède un double rôle, soit de fournir l'oxygène et les 
nutriments nécessaires au maintien des fonctions cellulaires et à la croissance de la 
tumeur, mais également, les cellules endothéliales nouvellement formées stimulent la 
croissance des cellules tumorales adjacentes en sécrétant des polypeptides tels que l'IGF, 
le PDGF et le GM-CSF (Pirtskhalaishvili and Nelson, 2000). 
Le processus de néovascularisation est initié par un changement local dans l'équilibre 
entre les facteurs pro- et anti-angiogéniques. Les facteurs pro-angiogéniques peuvent être 
produits par différents types cellulaires composant la tumeur, soit les cellules tumorales 
elles-mêmes, les cellules inflammatoires qui infiltrent la tumeur ainsi que les cellules 
endothéliales (Hanahan and Folkman, 1996). Le microenvironnement tumoral contient 
donc de nombreux stimuli qui modulent les différentes étapes du processus d'angiogenèse 
incluant la dégradation de la matrice extracellulaire, la prolifération, la migration ainsi que 
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la réorganisation structurale des cellules endothéliales en vaisseau sanguin. Les facteurs 
angiogéniques majeurs sont le VEGF, le bFGF, le PDGF, le TGFpl, le HGF et l'IL-8 
(Beckner, 1999; Costa et al., 2004; Streit and Detmar, 2003). Plus particulièrement, le 
VEGF joue un rôle central dans le processus de néovascularisation (Ferrara, 2005). Il est 
un agent mitogénique spécifique, un facteur de survie et de chimioattraction pour les 
cellules endothéliales. L'injection d'anticorps anti-VEGF a significativement inhibé la 
croissance et la densité microvasculaire de tumeurs sous-cutanées chez des souris 
immuno-déficientes (McCrudden et al., 2003). Ce facteur de croissance induit ses effets 
via les récepteurs tyrosines kinases flt-1 et KDR/flk-1 qui sont exprimés de façon 
prédominante à la surface des cellules endothéliales en prolifération (Neufeld et al., 
1999). Plusieurs agents pro-angiogéniques nommés ci-haut augmentent l'expression de 
VEGF, ce qui suggère que leurs effets sur la néovascularisation tumorale sont 
attribuables, du moins en partie, à la régulation de la production de VEGF (Shih and 
Claffey, 2001; Zhang et al., 2003). Également, lorsque le diamètre de la tumeur en 
croissance excède la capacité d'approvisionnement en sang, des régions hypoxiques (de 
carence en oxygène) apparaissent au sein de tumeurs solides (Chapman, 1984). L'hypoxie 
régule à la hausse la production de VEGF, mais aussi d'autres facteurs pro-
tumorigéniques, via l'action du facteur de transcription HIF-1 (discuté plus loin) 
(Forsythe et al., 1996). 
De façon concomitante à la prolifération et à l'appel chimiotaxique des_ cellules 
endothéliales vers la tumeur, le remodelage de la matrice extracellulaire (MEC) est 
essentiel. En plus de créer une route pour les cellules endothéliales en migration, la 
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dégradation protéolytique de la MEC permet la libération de facteurs pro-angiogéniques 
qui peuvent y être stockés, tels que le VEGF, le bFGF et le TGFJ31 (Dallas et al., 1995; 
Goerges and Nugent, 2004; Kanematsu et al., 2004). Diverses protéases participent à ce 
processus dont les MMP et la plasmine. L'expression de ces enzymes par les cellules 
endothéliales est régulée par plusieurs des facteurs pro-angiogéniques tels que le TGFJ31 
et le PDGF (Kanaki et al., 2002; Puyraimond et al., 1999). De plus, l'adhésion cellule-
cellule et cellule-substrat est fondamentale à la migration et à la morphogenèse des 
cellules endothéliales. La jonction adhérente VE-cadhérine, exclusivement exprimée à la 
surface des cellules endothéliales, est importante pour l'adhésion cellule-cellule et 
contribue à l'assemblage des nouveaux vaisseaux sanguins (Gory-Faure et al., 1999). De 
façon similaire, les intégrines avf33 et avp5, qui sont surexprimées par les cellules 
endothéliales lors du processus d'angiogenèse, favorisent, via leur liaison à la MEC, la 
migration des cellules endothéliales et la morphogenèse des vaisseaux sanguins (Stupack 
and Cheresh, 2004). 
Le processus d'angiogenèse ne supporte pas seulement la croissance tumorale mais aussi 
la formation de métastases en fournissant une voie d'accès au système sanguin. La 
cascade métastatique est le processus par lequel les cellules tumorales s'échappent de la 
tumeur primaire et développent des tumeurs à des sites secondaires, généralement dans 
des organes hautement irrigués tels que les poumons et le foie. Les événements clés de 
cette cascade sont l'invasion du tissu conjonctif interstitiel et de la membrane basale des 
vaisseaux sanguins, l'intravasation dans le système circulatoire, l'extravasation à un site 
distant de la tumeur primaire et la formation de nouvelles tumeurs (Hanahan and 
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Weinberg, 2000). La première étape nécessaire à l'initiation de la cascade métastatique 
consiste en un détachement des cellules tumorales les unes des autres. Par exemple, la 
jonction adhérente E-cadhérine maintient les cellules épithéliales ensemble et transmet 
des signaux anti-prolifératifs aux cellules. Chez la plupart des cancers épithéliaux, les 
fonctions de la E-cadhérine sont perdues ce qui permet le relâchement des cellules de la 
masse primaire (Hirohashi and Kanai, 2003). La seconde étape implique l'attachement 
des cellules tumorales aux éléments de la MEC qui fournit un point d'ancrage pour leur 
propulsion. Chez plusieurs cancers, l'attachement au stroma est facilité par la perte 
d'intégrines qui lient la MEC normale et leur remplacement par des intégrines ( a3p 1 et 
avpS) qui lient des éléments de la MEC dégradés par des protéases (Giannelli et al., 2002; 
Jones et al., 1997). L'étape finale consiste en la dégradation du tissu conjonctif interstitiel 
et de la membrane basale des vaisseaux sanguins, ce qui donne accès aux cellules 
tumorales au système vasculaire. Les tumeurs sécrètent elles-mêmes ou induisent les 
cellules stromales à produire des protéases (Wells et al., 2002). Le processus d'invasion 
implique principalement les MMP, incluant des gélatinases, des collagénases et des 
stromélysines (discuté plus loin). Les étapes du processus de progression tumorale sont 
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Figure 6: Représentation schématique du processus de progression 
tumorale. Les cellules de la tumeur pnmaire acquièrent des attributs 
phénotypiques incluant la capacité de croissance excessive, de 
néovascularisation et d' invasion, ce qui favorise la formation de métastases à 
des sites distants de la tumeur primaire. 
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2.2 Le facteur de transcription HIF-1. 
Le facteur de transcription inductible à l'hypoxie (HIF-1) est un médiateur clé de 
l'adaptation cellulaire et tissulaire à de faibles concentrations d'oxygène. L'impact du 
HIF-1 sur la biologie cellulaire est illustré par le nombre de gènes cibles ainsi que par le 
rôle de ce facteur de transcription dans l'embryogenèse. Les embryons HIF-1 -/-
présentent des malformations cardiovasculaires ainsi que des déficiences dans le 
développement neuronal et meurent au jour embryonnaire 10.5, ce qui témoigne de la 
nécessité du HIF-1 dans le processus normal du développement (Kotch et al., 1999). 
Depuis sa découverte, il a été démontré que l'expression de plus de 70 gènes impliqués 
dans différentes fonctions cellulaires telles que l'érythropoïèse, l'angiogenèse, 
l'homéostasie du fer, le métabolisme du glucose ainsi que la prolifération et la survie 
cellulaire est modulée par le HIF-1 (tableau VII) (Semenza, 2003). Par exemple, 
l'érythropoïétine (Epo), la protéine qui a mené à la découverte du HIF-1 en 1992, est un 
gène cible typique de la réponse à l'hypoxie (Semenza and Wang, 1992). L'Epo joue un 
rôle essentiel dans l'adaptation à l'hypoxie puisqu'elle induit l'érythropoïèse ce qui 
augmente la disponibilité systémique d'02 (Erslev, 1964). 
Tous les gènes régulés par le HIF-1 possèdent une séquence HRE (élément de réponse à 
l'hypoxie) dans leur promoteur. La séquence consensus minimale pour la liaison du HIF-
1, nommée HBS (hypoxia-binding sequence), est 5'-RCGTG-3' dans laquelle R=A/G 
(Jiang et al., 1996). Différents travaux ont démontré que pour plusieurs gènes, l'obtention 
d'une induction maximale en hypoxie nécessite un HRE composé d'un HBS et d'un HAS 
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Tableau VII: Liste non-exhaustive de gènes dont l'expression est régulée 
par le facteur de transcription HIF-1. 
Gènes et fonctions Références 
Transport de l'oxygène : érythropoïèse et métabolisme du fer 
Érythropoïétine Wang et al., 1993 
Rolfs et al., 1997 Transferrine 
Récepteur de la transferrine 
Céruloplasmine 
Transport de l'oxygène : régulation vasculaire 
VEGF 
Flt-1 (récepteur de VEGF) 
PAI-1 
iNOS 
Oxygénase de hème 1 
Adrénomedulline 
Récepteur a 1 s-adrénergique 
Endothéline-1 
Tacchini et al., 1999; Lok et al., 1999 
Mukhopadhyay et al., 2000 
Forsythe et al., 1996 
Gerber et al., 1997 
Kietzmann et al., 1999 
Melillo et al, 1995; Palmer et al., 1998 
Lee et al., 1997 
Nguyen et al., 1999 
Eckhart et al., 1997 
Michenko et al., 2000 
Énergie en anaérobie : prise du glucose et glycolyse 






Phosphoglycérate kinase 1 
Enolase 1 
Lactate déshydrogénase A 







Ebert et al., 1995 
Minchenko et al., 2001 
Semenza et al., 1994 
Semenza et al, 1996 
Semenza et al., 1994 
Graven et al., 1999 
Firth et al., 1994; Semenza et al., 1996 
Semenza et al., 1994; Semenza et al., 1996 
Firth et al., 1995 
Feldser et al., 1999 
Tazuke et al., 1998 
Feldser et al., 1999 
Feldser et al., 1999 
Krisnamachary et al., 2003 






Gènes et fonctions 
Métabolisme de la matrice extracellulaire : 
Cathepsine D 

























Li et al., 2204 
Bruick et al., 2000; Sowter et al., 2001 
Sowter et al., 2001 
Krisnamachary et al., 2003 
Wykoff et al., 2000 
Krisnamachary et al., 2003 
Krisnamachary et al., 2003 
Kietzmann et al., 1999 
Takahashi et al., 2000 
Krisnamachary et al., 2003 
Krisnamachary et al., 2003 
Krisnamachary et al., 2003 
Miyazaki et al., 2002 
Miyazaki et al., 2002 
Oikawa et al., 2001 
Erez et al., 2004 
Metzen et al., 2004 
Estes et al., 1995 
Iyer et al., 1998 
Wykoff et al., 2000 
Grosfeld et al., 2002 
Wykoff et al., 2000 
lyer et al., 1998 
Iyer et al., 1998 
Yatabe et al., 2004, Nishi H et al., 2004 
Adapté de Semenza et al., 2002 et Lee et al., 2004 
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(HIF-1 ancillary sequence) dont le motif (5'-CACG/AG/T/C-3') forme une séquence 
imparfaite et inversée du HBS (Kimura et al., 2001). 
2.2.1 La structure du IDF-1. 
Le facteur de transcription HIF-1 est un hétérodimère composé des sous-unités HIF-1 a et 
HIF-lp. Le HIF-lP est retrouvé chez les cellules de façon indépendante à la concentration 
en oxygène, alors que le HIF-1 a est virtuellement indétectable en conditions normales 
d'oxygène (21 % d'02) (Huang et al., 1996; Wang et al., 1995). Ainsi, les fonctions 
transcriptionnelles du HIF-1 dépendent étroitement de la disponibilité de la sous-unité 
régulable HIF-la. 
Le gène encodant le HIF-la humain se situe au chromosome 14 (14q21-q24) tandis que le 
gène du HIF-lP est localisé au chromosome 1 (lq21) (Johnson et al., 1993; Semenza et 
al., 1996). Tel que représenté à la figure 7, les sous-unités HIF-la et HIF-lP sont des 
protéines relativement larges comprenant respectivement 826 et 789 acides aminés. 
Chacune de ces protéines contient un ou des signaux de localisation nucléaire (NLS) ainsi 
qu'un motif hélice-boucle-hélice basique (bHLH) (Kallio et al., 1998; Wang et al., 1995; 
Wang and Semenza, 1995). Le domaine basique de ce motif est essentiel pour la liaison à 
l' ADN tandis que le domaine HLH est responsable de la dimérisation des sous-unités a et 
p du complexe HIF-1 (Michel et al., 2002). Une autre caractéristique commune aux deux 
sous-unités est la présence d'un domaine Per-ARNT-Sim (PAS) qui est également 
impliqué dans la dimérisation des sous-unités du HIF-1 et la liaison du complexe 
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Adapté de Déry et al., 2005 
Figure 7: Représentation schématique des domaines fonctionnels du HIF-lcx. et du HIF-
1p. Les deux protéines contiennent un domaine hélice-boucle-hélice basique (bHLH) et un 
domaine Perl Arnt/Sim (PAS) qui permettent la dimérisation des deux sous-unités et la liaison 
à I' ADN. Les signaux de localisation nucléaire (NLS) sont impliqués dans la translocation au 
noyau du HIF-1 ex. et p. Seul le HIF-1 ex. contient des domaines de transactivation (T AD) 
fonctionnels qui peuvent lier des cofacteurs tels que le p300/CBP, le SRC-1 et le REF-1. La 
régulation de l'expression et de l'activité du HIF-lcx. implique des modifications post-
traductionnelles qui consistent en l' hydroxylation (OH) des pralines 402 et 564 et de 
l' asparagine 803 , l' acétylation (Ac) de la lysine 532 ainsi que la phosphorylation (PO) de la 
thréonine 796. 
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trois premières protéines chez lesquelles ce motif a été identifié, soit les protéines de 
Drosophiles period (Per) et single-minded (Sim) et la protéine de vertébrés AhR nuclear 
translocator (ARNT), subséquemment démontrée comme étant identique au HIF-
lP (Ho~~µav E't aÂ., 1991). En plus de ces domaines, le HIF-la possèdent des 
caractéristiques stucturales particulières telles qu'un domaine de dégradation dépendant 
de l'oxygène (ODDD) qui est inclus entre les résidus 401 et 603 (Huang et al., 1998). 
Étant une protéine hautement labile en conditions normales d'oxygène, la dégradation 
spécifique du HIF-la en normoxie est régie par ce domaine (discuté plus loin). Le HIF-
la contient également deux domaines de transactivation (TAD) qui sont responsables de 
l'activité transcriptionnelle du HIF-1. Le TAD en N-terminal (TAD-N) est inclus entre les 
résidus 531-57 5 tandis que le T AD en C-terminal (T AD-C) est retrouvé à l'extrémité de la 
protéine entre les résidus 786-826 (Jiang et al., 1997b; Pugh et al., 1997). Ces TAD, en 
plus d'être impliqués dans la liaison de coactivateurs tels que les protéines p300/CBP, 
SRC-1 et Ref-1, sont des cibles de modifications post-transcriptionnelles telles que la 
phosphorylation, l'acétylation et/ou l'hydroxylation (Bruick and McKnight, 2001; Carrero 
et al., 2000; Dames et al., 2002; Freedman et al., 2002; Jeong et al., 2002; Richard et al., 
1999). La sous-unité HIF-lP contient aussi un TAD, mais ce domaine ne semble toutefois 
pas nécessaire à l'activité transcriptionnelle du HIF-1 (Jiang et al., 1996). Bien que les 
sous-unités HIF-la et p présentent des similitudes, les différences marquées quant à leur 
sensibilité à l'oxygène et leur capacité de transactivation indiquent que la sous-unité a est 
la protéine pivot régulant la fonctionnalité du complexe HIF-1. En plus du HIF-la, 
d'autres isoformes de la sous-unité a ont été identifiées et incluent les protéines HIF-2a et 
HIF-3a. Parmi ces protéines, la structure et les fonctions de la sous-unité la ont été 
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étudiées de façon plus extensive tandis que les rôles des isoformes 2a et 3a ne sont pas 
encore connus en détail. Des études portant sur des lignées cellulaires déficientes pour les 
différentes sous-unités a ont révélé que le HIF-la joue un rôle prédominant dans 
l'induction de gènes en hypoxie (Sowter et al., 2003). Toutefois, il est connu que le HIF-
2a est aussi régulé par des variations dans les conditions d'oxygène (Wiesener et al., 
1998) et, contrairement au HIF-la qui est ubiquiste, son expression serait restreinte à 
certains types cellulaires tels que les cellules endothéliales et les macrophages {Talks et 
al., 2000; Tian et al., 1997). Quant au HIF-3a, qui est caractérisé par l'absence de 
domaine de transactivation en C-terminal, on lui propose plutôt un rôle d'antagoniste 
naturel du HIF-1 puisqu'il prévient l'interaction entre le HIF-la et le HIF-lp (Hara et al., 
2001). 
2.2.2 L'activation du IDF-1 par l'hypoxie. 
Tel que mentionné précédemment, l'activité du HIF-1 est dépendante de la disponibilité 
de la sous-unité HIF-la. Le gène encodant le HIF-la est exprimé de façon constitutive, 
tout comme le HIF-1. Cependant, en conditions normoxiques, la protéine HIF-la est 
extrêmement instable ayant une demie-vie de moins de 5 minutes, ce qui permet de 
maintenir ses niveaux sous les limites de détection (Jewell et al., 2001). De façon 
contraire, la dégradation rapide et continue du HIF-la est bloquée en hypoxie, ce qui 
occasionne une augmentation exponentielle des niveaux de la protéine en conditions in 
vitro et in vivo (Jiang et al., 1996). Ceci permet sa dimérisation avec la sous-unité p afin 
de former un complexe HIF-1 actif. La modification des taux de transcription et de 
traduction du HIF-la ne semble pas contribuer à sa disponibilité en conditions de faibles 
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tensions d'oxygène puisqu'ils demeurent inchangés lors du passage de la normoxie à 
l'hypoxie (Huang et al., 1996; Lang et al., 2002; Li et al., 1996). 
Les bases moléculaires menant à la destruction du HIF-la. en conditions normales 
d'oxygène ont récemment été identifiées et consistent en l'hydroxylation, l'ubiquitination 
et la dégradation du HIF-la. via la voie des protéasomes (figure 8). D'abord, 
l'hydroxylation du HIF-la. peut être réalisée, chez les mammifères, par trois prolyl 
hydroxylases nommées PHDl-3 (p_rolyl hydroxylase-gpmain containing protein) (Masson 
et al., 2001). Ces homologues enzymatiques ont respectivement été désignées EGLN2-1 
et 3, sur la base de leur homologie avec l'Egl-9, la prolyl hydroxylase du HIF-1 a. chez le 
Caenorhabditis elegans (Epstein et al., 2001). Les PHD hydroxylent le HIF-la. sur deux 
résidus proline distincts, soit les Pro402 et Pro564, qui sont contenus dans le ODDD et 
font partie d'une séquence consensus conservée LXXLAP (Epstein et al., 2001). 
L'activité de ces enzymes est gouvernée par la concentration intracellulaire d'02, ce qui 
leur confèrent un rôle de protéines senseurs d'oxygène. En plus de l'oxygène, les PHD 
requièrent du fer et du 2-oxoglutarate en tant que cofacteurs afin d'atteindre leur activité 
maximale (Epstein et al., 2001). C'est pourquoi des chelateurs (desferrioxamine) et des 
antagonistes du fer (CoCli) sont fréquemment utilisés pour imiter les effets de l'hypoxie 
(Wang and Semenza, 1995). En plus de contrôler l'activité des PHD, les concentrations en 
oxygène régulent l'expression de leur ARNm via l'action du HIF-1, ce qui crée une 
boucle de rétroaction négative capable d'induire rapidement la dégradation du HIF-1 a. 
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Figure 8: La régulation du facteur de transcription IDF-1 en nonnoxie et en 
hypoxie. En condition normale d'oxygène, le HIF-la, la sous-unité régulable du 
HIF-1, est hydroxylé (OH) aux résidus prolines 402 et 564 par la prolyl 
hydroxylase PHD2. Cette hydroxylation permet la liaison de la protéine von 
Hippel Lindau (pVHL), une composante, tout comme la culline2 (Cul2), 
l'élongine B (B) et l'élongine C (C), du complexe E3-ubiquitine ligase. 
L'ubiquitination par ce complexe induit la dégradation du HIF-la par les 
protéasomes (ubiquitine=Ub). La liaison du pVHL au HIF-la est aussi favorisée 
par l'acétylation (AC) de la lysine 532 par l'acétyltransférase ARDl. De plus, 
l'hydroxylation de l'asparagine 803 par le facteur inhibiteur du HIF-1 (Flli) 
bloque la liaison de p300/CBP (p300) et inhibe l'activité transactivationnelle du 
HIF-1. En condition hypoxique, l'activité des hydroxylases et de l'acétylase est 
réprimée, ce qui permet au HIF-la d'échapper à la dégradation, de se dimériser 
avec le HIF-1~ au noyau et de transactiver le promoteur de gènes cibles contenant 
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lors de la réoxygénation (Aprelikova et al., 2004; Berra et al., 2003; D'Angelo et al., 2003; 
Erez et al., 2004; Metzen et al., 2004). Metzen et al. ont examiné la localisation 
intracellulaire des différentes isoformes de PHD fusionnées à la protéine fluorescente 
verte (Metzen et al., 2003a). Les résultats indiquent que la PHDl se localise 
spécifiquement au noyau, que la PHD2 se situe principalement dans le cytoplasme alors 
que la PHD3 ne semble pas avoir de localisation intracellulaire préférentielle. Ces 
observations, combinées au fait que les trois isoformes de PHD peuvent être co-exprimées 
dans une même cellule, ont amené une équipe de chercheurs à s'interroger sur les 
différentes fonctions que peuvent avoir ces hydroxylases en contexte in vivo. Ainsi, en 
utilisant de petits ARN d'interférence (siRNA), le groupe du Dr Pouysségur a démontré 
que chacune des PHD possèdent des fonctions distinctes in vivo et que la PHD2 est la 
prolyl hydroxylase qui permet de maintenir des niveaux faibles du HIF-la en normoxie. 
En fait, l'inhibition de l'expression de la PHD2, contrairement à la PHDl et à la PHD3, a 
occasionné la stabilisation du HIF-la et la formation du complexe HIF-1 en normoxie 
(Berra et al., 2003). 
Suite à son hydroxylation, le HIF-la est reconnu par le produit du suppresseur de tumeur 
von Hippel Lindau (pVHL) (Ivan et al., 2001; Jaakkola et al., 2001; Maxwell et al., 1999; 
Ohh et al., 2000). La protéine pVHL, en association avec l'élongine B, l'élongine Cet la 
culline 2, forme le complexe d'E3-ubiquitine ligase et établit des liens hydrogène avec les 
hydroxyprolines du HIF-1 a afin de faciliter son ubiquitination (Ivan et al., 2001; J aakkola 
et al., 2001; Lisztwan et al., 1999). La forme poly-ubiquitinée du HIF-la est ensuite 
reconnue et dégradée par les protéasomes de type 26S (Huang et al., 1998; Pugh et al., 
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1997; Salceda and Caro, 1997). Il est intéressant de souligner l'existence du syndrome 
von Hippel Lindau, une maladie autosomale dominante très rare causée par des mutations 
dans le gène du p VHL. Ce syndrome est caractérisé par la perte de fonction du p VHL qui 
entraîne l'expression constitutive du HIF-1 ainsi que de ses gènes cibles tels que le 
VEGF, ce qui contribue à l'importante vascularisation d'une forme très agressive de 
tumeurs rénales (Friedrich, 2001; Kaelin, 2002). La liaison du HIF-la au pVHL est 
également modulée par l 'acétylation de la lysine 532 située dans le domaine ODDD, par 
l'acétyltransférase ARDl (Jeong et al., 2002). L'acétylation est la modification post-
traductionnelle du HIF-la qui a été la plus récemment caractérisée. Cette acétylation 
semble être critique pour la dégradation du HIF-la via les protéasomes. En fait, la 
mutation K532R permet au HIF-la d'échapper à l'acétylation par l'ARDl et inhibe sa 
liaison avec le pVHL, ce qui induit sa stabilisation. On suggère que l'acétylation 
engendrerait un changement conformationnel qui augmente l'efficacité d'interaction du 
HIF-la avec le pVHL. Puisque l'activité N-acétyltransférase n'est pas connue pour être 
dépendante de l'oxygène, on se serait attendu à ce que cette modification ait lieu en 
normoxie et en hypoxie. Toutefois, une diminution des niveaux d'ARNm de l'ARDl a été 
observée en conditions hypoxiques, ce qui entraîne une diminution graduelle des niveaux 
d'acétylation du HIF-la au fur et à mesure que le temps d'exposition en hypoxie 
augmente (Jeong et al., 2002). 
En plus de contrôler la stabilité du HIF-la, l'oxygène affecte également l'activité 
transcriptionnelle et de liaison à 1' ADN du HIF-1. Cette régulation implique 
l'hydroxylation d'un résidu asparagine (Asn 803) situé à l'extrémité C-terminale du TAD-
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C du HIF-la (Lando et al., 2002a; Lando et al., 2002b). Cette hydroxylation est catalysée 
par une asparagine hydroxylase nommée facteur inhibiteur du HIF-1 (Flli) (Lando et al., 
2002a). Tout comme les PHD, le Flli nécessite pour son activité de 1'02, du fer et du 2-
oxoglutarate (Safran and Kaelin, 2003). En normoxie, l'hydroxylation de l' Asn 803 mène 
à une inhibition stérique de l'interaction entre le co-activateur transcriptionnel CBP/p300 
et HIF-la (Lando et al., 2002a; Lando et al., 2002b). Le co-facteur CBP/p300 est une 
histone acétyltransférase qui est recrutée par plusieurs facteurs de transcription. 
L'acétylation d'histones modifie la structure de la chromatine afin d'ouvrir le locus 
génomique, ce qui facilite l'activité transcriptionnelle (Carrozza et al., 2003). 
En conditions hypoxiques, l'hydroxylation (prolines et asparagine) et l'acétylation du 
HIF-la sont inhibées. Ceci prévient la liaison du pVHL au HIF-la et, par conséquent, 
l'ubiquitination du HIF-la, ce qui occasionne une accumulation rapide du HIF-la dans 
les cellules. Le HIF-la est ensuite transloqué au noyau où il se dimérisera avec le HIF-
1p. Puis, via le recrutement de co-facteurs tels que le CPB/P300, le HIF-1 pourra lier le 
HRE contenu dans le promoteur de gènes cibles. Ces divers événements témoignent de la 
régulation stricte de l'expression et de l'activité du HIF-1 par l'oxygène. 
2.2.3 L'activation du HIF-1 par des stimuli non-hypoxiques. 
De plus en plus d'évidences indiquent que la stimulation de différents types cellulaires 
avec des agents tels que des facteurs de croissances, des cytokines, des hormones 
vasculaires et de l'oxyde nitrique peut mener à l'induction et à l'activation du HIF-1 
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(Feldser et al., 1999; Gorlach et al., 2001; Jung et al., 2003a; Metzen et al., 2003b; 
Richard et al., 2000; 8andau et al., 2001; 8tiehl et al., 2002; Tacchini et al., 2001; Zelzer 
et al., 1998). Contrairement à l'hypoxie, l'activation du HIF-1 par des stimuli non-
hypoxiques semble être une réponse spécifique à la cellule et la stabilisation ne semble 
pas jouer un rôle prédominant dans l'accumulation du HIF-la en normoxie. En fait, la 
dégradation du HIF-la n'est pas inhibée lors de l'induction du HIF-1 en réponse à une 
variété de facteurs de croissances et de cytokines tels que l'insuline, le HGF, l'IGF-1, 
l'IGF-2 et l'IL-1J3 (Fukuda et al., 2002; Jiang et al., 2001; Page et al., 2002; Tacchini et 
al., 2004; Treins et al., 2002). Le principal mécanisme au centre de cette induction serait 
plutôt l'augmentation de la traduction de la protéine HIF-la. Cette augmentation semble 
suffisante pour renverser la balance entre la synthèse et la dégradation, favorisant 
l'accumulation du HIF-la en normoxie. Diverses études ont identifié la voie de la PB 
kinase et ses effecteurs en aval, le mTOR et la p7086 kinase, en tant que médiateurs de 
l'augmentation de la traduction du HIF-la. Ce mécanisme implique l'activation du 
facteur eucaryote initiateur de la traduction 4F (eIF-4F) et/ou de la sous-unité ribosomale 
68. La PI3K/p7086K phosphoryle la protéine 68 de la sous-unité ribosomale 408, ce qui 
augmente les niveaux de traduction d' ARNm contenant un motif d'oligopyrimidines, une 
séquence de 4 à 14 pyrimidines, retrouvé à l'extrémité 5' de certains ARNm dont celui du 
HIF-la (Iyer et al., 1998). Également, la voie de signalisation de la PI3K, via l'action du 
mTOR, gouverne l'activité du eIF-4F. Le complexe eIF-4F se lie à la coiffe située à 
l'extrémité 5' de l'ARNm et permet le recrutement des ribosomes eucaryotes. L'activité 
du eIF-4E, la composante du eIF-4F qui lie directement la coiffe, est bloquée par 
l'interaction avec la protéine 4E-BP. Cette interaction est régie par la phosphorylation du 
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4E-BP par le mTOR puisque la forme hypo-phosphorylée de 4E-BP lie et séquestre le 
eIF-4F tandis que la forme hyper-phosphorylée du 4E-BP libère le facteur eIF-4F 
(Gingras et al., 2001; Raught et al., 2001). 
En plus de l'augmentation de la traduction, d'autres mécanismes peuvent contribuer à 
induire l'expression et l'activité du HIF-1 en réponse à certains stimuli non-hypoxiques. 
Par exemple, les hormones vasoactives, angiotensine et thrombine, ainsi que le LPS 
augmentent respectivement le taux de transcription du gène encodant le HIF-1 a chez les 
cellules de muscles lisses vasculaires et les macrophages via l'activation de la voie de la 
PKC, une kinase qui stimule la transcription de gènes via le facteur Spl (Blouin et al., 
2004; Page et al., 2002). Le HGF induit également l'augmentation des niveaux d' ARNm 
du HIF-la en normoxie (Tacchini et al., 2001; Tacchini et al., 2004). Toutefois, 
l'élévation des taux de transcription du HIF-la semble être restreinte à une faible 
proportion des stimuli non-hypoxiques étudiés jusqu'à maintenant. De façon intéressante, 
il a été démontré que certains stimuli, tels que le donneur de NO s-nitrosoglutathione 
(GNSO) et l'activation des récepteurs muscariniques Ml et M3, induisent la stabilisation 
du HIF-la en normoxie via l'inhibition de son hydroxylation (Hirota et al., 2004; Metzen 
et al., 2003b). Des évidences démontrent que l'accumulation du HIF-la en réponse au 
GNSO résulte de l'inhibition de l'activité des PHD (Metzen et al., 2003b). 
Conséquemment, l'interaction HIF-la-pVHL est réprimée et l'ubiquitination du HIF-la 
est fortement atténuée en présence de NO. 
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Plusieurs études ont démontré que l'activité du HIF-1 peut être modulée par la 
phosphorylation. Différentes équipes de recherche ont indiqué que le HIF-la peut-être 
directement phosphorylé in vitro et in vivo par les MAPK p42/44 (Richard et al., 1999; 
Volmat et al., 2001). L'activation de la voie des MAPK p42/44 conduit à l'augmentation 
de l'activité transcriptionnelle du complexe HIF-1 (Richard et al., 1999). Les acides 
aminés phosphorylés par cette voie de signalisation ne sont pas encore identifiés. 
Cependant, une étude récente a révélé que la phosphorylation de la thréonine à la position 
796 du HIF-la augmente l'activité transcriptionnelle en prévenant l'hydroxylation de 
l' Asn-803 par le FIH (Lancaster et al., 2004). Également, le groupe de Jaime Caro a établi 
que les MAPK p42/44 peuvent phosphoryler le co-activateur CBP/p300, menant ainsi à 
l'augmentation de l'activité transcriptionnelle de HIF-1 (Sang et al., 2003). Contrairement 
à l'hypoxie, les stimuli non-hypoxiques tels que les hormones vasoactives et les facteurs 
de croissance activent fortement les MAPK p42/44 (Richard et al., 1999). Ainsi, 
l'induction de l'accumulation du HIF-la en association avec l'activation des MAPK 
p42/44 seraient impliquées dans l'augmentation de l'activité du HIF-1 en réponse à divers 
stimuli non-hypoxiques. 
Des études immunohistochimiques, visant à mettre en lumière la colocalisation du HIF-1 
avec les régions hypoxiques dans les tumeurs solides, ont démontré que dans bien des cas, 
le patron d'expression du HIF-la est homogène à l'intérieur de la masse tumorale 
(Aebersold et al., 2001; Janssen et al., 2002; Vukovic et al., 2001). Ceci suggère donc que 
la surexpression du HIF-la dans les tumeurs peut refléter la déplétion en 0 2 mais 
également l'activation de la synthèse ou les altérations dans la voie de dégradation du 
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HIF-la. Des mutations qui activent certains oncogènes ou qui inactivent des suppresseurs 
de tumeurs peuvent également influencer l'expression du HIF-la. Par exemple, 
l'inactivation de PTEN, un antagoniste de la voie de signalisation PI3K, augmente 
l'expression de la protéine HIF-la ainsi que l'expression de gènes qui sont sous le 
contrôle du HIF-1 (Zundel et al., 2000). De façon similaire, la perte d'activité du 
suppresseur de tumeur pVHL induit la stabilisation constitutive du HIF-la (Maxwell et 
al., 1999). Tel que mentionné précédemment, plusieurs facteurs de croissance et cytokines 
retrouvés dans le microenvironnement tumoral peuvent également induire une hausse des 
niveaux du HIF-la. Les différentes voies menant à l'induction de l'expression et/ou de 
l'activité du HIF-1 sont résumées à la figure 9. 
2.2.4 Les rôles du HIF-1 dans la tumorigenèse. 
La tumorigenèse est une condition pathologique dans laquelle l'hypoxie joue un rôle 
décisif. La sous-unité régulable du HIF-1, le HIF-la, est surexprimée chez la plupart des 
tumeurs solides, tel que révélé par l'analyse immunohistochimique de biopsies de tumeurs 
humaines (Beasley et al., 2002; Bos et al., 2001; Talks et al., 2000). Cette surexpression 
corrèle généralement avec l'expression de VEGF, la densité vasculaire et le taux de 
croissance de la tumeur (Bos et al., 2001; Giatromanolaki et al., 2001; Ravi et al., 2000). 
Également, plusieurs travaux démontrent que chez des modèles de xénogreffes, la 
croissance et l'angiogenèse sont inhibées par la perte d'activité du HIF-1 et stimulées par 
la surexpression du HIF-la, ce qui indique que le HIF-1 contribue au processus de 
tumorigénèse (Jiang et al., 1997a; Kung et al., 2000; Maxwell et al., 1997; Ravi et al., 
2000; Stoeltzing et al., 2004). 
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Figure 9: Comparaison des diverses voies régulant l'expression et l'activité 
transcriptionnelle du IIlF-1. L'hypoxie induit l'expression du HIF-1 chez tous les types 
cellulaires en inhibant l'activité des hydroxylases PHD et en réprimant l'expression de 
l' acétyltransférase ARD 1. Également, l'hypoxie augmente l'activité transcriptionnelle 
du HIF-1 en inhibant l'activité de l'hydroxylase Flli. De façon contraire, les stimuli 
non-hypoxiques ont des effets spécifiques sur l'expression et l'activité du HIF-1 en 
empruntant différentes voies de signalisation. L'activation de la voie de la PKC induit la 
transcription du gène du HIF-la. La synthèse de la protéine HIF-la est induite via la 
voie de signalisation de la PI3K, tandis que l'activation de la voie des MAPK conduit à 
l'induction de l'activité transcriptionnelle du HIF-1. Seulement quelques stimuli non-
hypoxiques (des donneurs de NO et l'activation des récepteurs muscariniques Ml et 
M2) agissent sur l'activité des PHD via un mécanisme qui n'est pas encore connu. 
Stimuli non-hypoxigues 
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Le facteur de transcription HIF-1 joue un rôle central dans la progression tumorale en 
activant la transcription de gènes associés avec le processus d'angiogenèse, la croissance, 
la survie ainsi que l'acquisition d'un phénotype invasif/métastatique (voir tableau VII) 
(Hopfl et al., 2004; Semenza, 2003). Le VEGF est l'une des cibles du HIF-1 les plus 
étudiées. Ce facteur de croissance est un puissant agent pro-angiogénique qui induit la 
prolifération, la maturation ainsi que la mobilité des cellules endothéliales vers les régions 
hypoxiques de la tumeur afin de former un nouveau réseau sanguin (Ferrara, 2005). Le 
HIF-1 induit également l'expression d'autres molécules impliquées dans le processus 
d'angiogenèse et la régulation du tonus vasculaire dont le récepteur du VEGF flt-1, 
l'endothéline-1, l'angiopoïétine-2, la synthase d'oxyde nitrique inductible (iNOS) ainsi 
que l'adrénomédulline (Forsythe et al., 1996; Garayoa et al., 2000; Jung et al., 2000; 
Melillo et al., 1997; Yamakawa et al., 2003; Yamashita et al., 2001). 
L'absence d'oxygène induit également des voies métaboliques telles que la glycolyse afin 
de permettre la production d'énergie nécessaire au maintien des fonctions cellulaires. 
Presque toutes les enzymes de la voie glycolytique ainsi que les transporteurs nécessaires 
à la prise du glucose sont sous le contrôle du HIF-1 (Iyer et al., 1998; Wenger, 2000). La 
prolifération des cellules tumorales peut aussi être modulée par des facteurs de 
croissances, tels que le facteur de croissance similaire à l'insuline de type 2 (IGF-2), dont 
l'expression est directement ciblée par le HIF-1 (Feldser et al., 1999). Le HIF-1 peut 
également modifier l'expression de la transcriptase inverse de télomérase hTERT (Nishi 
et al., 2004). Cette observation suggère l'existence d'une nouvelle voie d'activation des 
télomérases dans les cellules tumorales via l'activation transcriptionnelle de hTERT. Ceci 
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contribuerait donc à maintenir le potentiel de réplication des cellules tumorales, tel que vu 
précédemment. 
Un autre mécanisme régit par le HIF-1 qui permet l'adaptation des cellules tumorales à 
l'hypoxie est l'apoptose. Les évidences obtenues jusqu'à maintenant indiquent que le 
HIF-1 peut avoir des effets pro- ou anti-apoptotique, selon le type cellulaire étudié et les 
conditions expérimentales utilisées. Il semblerait que des conditions sévères ou 
prolongées d'hypoxie favoriserait l'apoptose via l'interaction directe du HIF-la avec le 
p53, ce qui induit la stabilisation du p53 et l'induction de gènes qui régulent le cycle 
cellulaire, tel que le p21 (Carmeliet et al., 1998). D'autre part, une récente publication 
indique que le HIF-1 induit, chez plusieurs lignées tumorales cultivées en hypoxie, 
l'expression de nucleophosmine, un inhibiteur du p53, ce qui permet le maintien de la 
survie cellulaire (Li et al., 2004). 
Les processus dynamiques au sein de la matrice extracellulaire peuvent aussi être 
influencés par le HIF-1. L'expression de protéines impliquées dans l'invasion des cellules 
endothéliales lors du processus d'angiogenèse, mais également dans l'invasion et la 
formation de métastases par les cellules tumorales est modifiée par le HIF-1. Parmi celles-
ci, on retrouve la métalloprotéinase de la matrice de type 2 (MMP-2), la cathepsine D, le 
récepteur activateur de la plasminogène urokinase (UPAR), l'inhibiteur de l'activateur de 
plasminogène (PAI-1) et les kératines 14/18/19 (Kietzmann et al., 1999; Krishnamachary 
et al., 2003). Ainsi, le HIF-1 contrôle plusieurs aspects de la biologie du cancer via 
l'expression de nombreux gènes dont la liste ne cesse de s'accroître. 
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2.3 Le facteur de croissance TGFJ31. 
Lors du processus de progression tumorale, de nombreux changements sont observés dans 
le microenvironnement des tumeurs. Au cours de leur croissance, les tumeurs produisent 
un large éventail de facteurs pro-tumorigéniques. La surexpression de TGFP est une 
caractéristique commune à plusieurs types de cancer (Pasche, 2001 ). Chez les 
mammifères, il existe trois formes de TGFj3, soit le TGFj31, (32 et j33, qui sont encodées 
par des gènes différents, mais dont les fonctions se manifestent via le même système de 
signalisation (Derynck et al., 1985; Derynck et al., 1988; Madisen et al., 1988; Massague, 
1998; Roberts et al., 1991). Parmi ces formes de TGFP, le TGFj31 est le plus fréquemment 
surexprimé par les cellules tumorales et par les cellules inflammatoires (Derynck et al., 
1987; Pasche, 2001) telles que les macrophages associés aux tumeurs qui participent, par 
le biais de la libération de facteurs pro-tumorigéniques, à la croissance tumorale, à 
l'angiogenèse et à la formation de métastases (Lin and Pollard, 2004; Mantovani et al., 
2004). 
2.3.1 L'activation du TGFJ31. 
Tel qu'illustré à la figure 10, le TGFj31 est synthétisé initialement sous la forme d'un 
précurseur protéique inactif (un dimère de 110 kDa). La molécule précurseure doit être 
clivée à un site de reconnaissance furine afin de permettre le relâchement de la forme 
biologiquement active consistant en un dimère de 25 kDa (Assoian et al., 1983; Miyazono 
et al., 1991). Ce dimère est maintenu sous une forme latente par la liaison non-covalente 






















Figure 10: Maturation et activation du pro-TGF~l. La forme bioactive du 
TGFP 1 est issue du clivage du pro-domaine par la furine suivant le site R-H-R-
R1. Le TGFP 1 mature est ensuite sécrété sous la forme d' un dimère latent lié de 
façon non-covalente aux pro-segments. Le relâchement des pro-segments à l'aide 
de protéases ou de molécules de la matrice extracellulaire induit la libération de la 
forme active de 25 kDa du TGFP 1. 
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au laboratoire que la furine est la convertase principalement responsable de la maturation 
de TGF~l (Dubois et al., 2001; Dubois et al., 1995). Des travaux ont également révélé 
que le TGFPl a la capacité d'augmenter les niveaux de transcription du gène encodant 
pour son enzyme de conversion, créant ainsi une boucle de régulation positive (Blanchette 
et al., 1997; Blanchette et al., 2001b). La sécrétion du TGFPl sous la forme d'un 
complexe latent évoque l'existence d'un processus d'activation. Celui-ci implique des 
protéases fréquemment exprimées par les cellules malignes qui dégradent les prosegments 
et libèrent le dimère actif du TGFP 1. La forme latente du TGFP 1 peut donc être activée 
par les métalloprotéinases MMP-2 et MMP-9 ainsi que la plasmine (Karsdal et al., 2002; 
Lyons et al., 1990; Sato and Rifkin, 1989; Yu and Stamenkovic, 2000). D'autres 
mécanismes d'activation indépendants des protéases ont été mis en évidence. Par 
exemple, les protéines de la matrice extracellulaire thrombospondine et l'intégrine avp6, 
qui sont exprimées à la surface des cellules épithéliales en réponse à l'inflammation, 
peuvent induire l'activation du TGFP via un changement conformationnel (Crawford et 
al., 1998; Munger et al., 1999; Schultz-Cherry and Murphy-Ullrich, 1993). Ainsi, 
différents mécanismes peuvent influencer l'activation du TGFP dans différents contextes 
physiologiques et les tumeurs sont particulièrement bien outillées pour activer localement 
le TGFp. 
2.3.2 La signalisation par le TGFJ31. 
Sous sa forme active, le TGFP se lie à un complexe hétérodimérique de récepteurs 
transmembranaires formés des récepteurs de type 1 et de type II {TPRI et TPRII) (figure 
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11) (Massague and Like, 1985). Suite à la liaison du TGFP 1, le TPRII phosphoryle le 
TPRI (Wrana et al., 1994). Cette phosphorylation induit l'activité sérine/thréonine kinase 
du TPRI, qui phosphoryle subséquemment des protéines effectrices cibles. Parmi ces 
molécules de signalisation, les protéines Smad sont activées chez toutes les cellules 
sensibles à l'action du TGFP et jouent un rôle central dans la manifestation des activités 
biologiques induites par ce facteur de croissance (Derynck and Zhang, 2003; Zhang et al., 
1996). Les protéines Smad peuvent être subdivisées en trois sous-types, soit les Smad 
dont l'activité est gouvernée par le récepteur (R-Smad), les Smad partenaires (Co-Smad) 
ainsi que les Smad inhibiteurs (1-Smad). Lors des événements de signalisation en réponse 
au TGFp, les Smad2 et 3 jouent le rôle de R-Smad, le Smad4 a la fonction de Co-Smad et 
le Smad7 fonctionne en tant que 1-Smad (Hayashi et al., 1997; Nakao et al., 1997). Les 
Smad2 et 3 sont activés via leur phosphorylation par le TPRI et forment des complexes 
hétérotrimériques avec le Smad4. Ces complexes sont ensuite transloqués au noyau des 
cellules et où ils agissent, avec l'aide de partenaires tels que l 'AP-1 ou le Fast-1, en tant 
qu'activateurs transcriptionnels de gènes cible (Liberati et al., 1999; Zhou et al., 1998). 
De façon contraire, le Smad7 interfère avec l'activation des Smad effecteurs en se liant 
directement au TpRI, ce qui prévient la phosphorylation des R-Smad. Le récepteur TJ3RI 
peut également induire l'activation d'autres voies de signalisation telles que celles des 
MAPK Erk et p38 ainsi que la voie de la PBK (Bakin et al., 2000; Mulder, 2000). Des 
évidences récentes indiquent que le récepteur de type 1 s'associe de façon indirecte avec la 
protéine p85 et la phosphoryle, ce qui induit l'activation de la voie de la PI3K (Yi et al., 
2005). Toutefois, les mécanismes par lesquels le TJ3RI active les différentes voies de 
signalisation des MAPK demeurent inconnus. 
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Figure 11: Représentation des voies de signalisation induites par le TGFJU. Le 
TGFP transmet son signal via un complexe hétéro-tétramérique formé des récepteurs 
TPRI et TPRII. La liaison du TGFP induit la transphosphorylation et l'activation du 
domaine sérine/thréonine kinase du récepteur de type 1 par le récepteur de type IL 
Les R-Smads (Smad2 et 3), qui sont phosphorylés par le TPRI, forment un 
complexe avec le Smad4 et transloquent au noyau où ils induisent l'expression de 
gènes cibles avec l'aide d'autres facteurs de transcription qui jouent le rôle de 
cofacteurs (ex: AP-1, Fast-1, p300/CBP). À part la voie des Smads, d'autres voies 
de signalisation sont directement ou indirectement activées par le TGFp, incluant les 
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2.3.3 Les rôles du TGFJH dans la tumorigenèse. 
Le TGFPl fut d'abord découvert et nommé facteur de transformation grâce à sa capacité à 
induire un comportement malin chez des fibroblastes normaux (Roberts et al., 1980). À 
l'époque, cette fonction était toutefois difficile à réconcilier avec son patron d'expression 
ubiquiste, incluant sa prévalence chez les plaquettes (Moses et al., 1987). Paradoxalement, 
quelques années plus tard, des études ont souligné la capacité du TGFP à supprimer la 
prolifération de plusieurs types cellulaires, incluant les cellules épithéliales et lymphoïdes, 
qui sont à la base de la majorité des cancers humains (Roberts et al., 1985). À partir des 
évidences in vitro et in vivo accumulées jusqu'à maintenant, on attribue au TGFPl des 
rôles antagonistes dans le développement tumoral. Dans les étapes précoces de la 
carcinogenèse, le TGFP a un effet inhibiteur de la croissance cellulaire qui est dépendant 
de l'intégrité des voies de signalisation. Dans les stades plus tardifs, le TGFpl, dont 
l'expression et l'activation sont augmentées dans de nombreux cancers, favorise le 
développement tumoral. Il induit la croissance tumorale et la formation de métastases via 
la combinaison d'effets permissifs sur les tissus stromaux, l' angiogenèse et le système 
immunitaire (figure 12) (Bachman and Park, 2005; Roberts and Wakefield, 2003). 
L'effet inhibiteur du TGFP 1 sur la prolifération cellulaire serait imputable, du moins in 
vitro, à sa capacité à supprimer l'expression de c-myc et à augmenter l'expression des 
inhibiteurs de kinases dépendantes des cyclines (CDK) p15INK4h, p21CIPI et p27 Kipl (Datto 
et al., 1995; Hannon and Beach, 1994; Mulder et al., 1990; Reynisdottir et al., 1995). De 


















Adapté de Roberts et al., 2003 
Figure 12: Rôles du TGF~l dans la carcinogenèse. Les effets suppresseurs de 
tumeur du TGFP 1 dans les stades précoces du développement tumoral sont 
convertis en effets pro-tumorigéniques dans les étapes les plus avancées de la 
maladie, menant à la formation de métastases. La progression tumorale est 
généralement accompagnée par une diminution ou une altération de la réponse au 
TGFP 1, ainsi que par 1' augmentation de l'expression et/ou de l'activation du 
ligand TGFP 1. Ces perturbations, en combinaison avec d'autres changements 
génétiques ou épigénétiques, occasionnent des modifications aux effets 
biologiques induits par le TGFP 1. 
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L'augmentation des niveaux des Smad3 et 4 induit l'apoptose tandis que le Smad7 peut 
agir en tant qu'agent protecteur de la mort cellulaire (Dai et al., 1999; Patil et al., 2000; 
Yanagisawa et al., 1998). Bien que les Smad soient impliqués dans l'apoptose induite par 
le TGFP 1, les gènes pro-apoptotiques ciblés par ces médiateurs restent à être identifiés. 
Dans les stades plus avancés de la tumorigenèse, les tumeurs acquièrent généralement une 
résistance aux effets suppresseurs de tumeurs du TGFP via des altérations au niveau des 
médiateurs de la réponse à ce facteur de croissance. Par exemple, l'inhibition de la voie 
des Smad suite à l'activation des voies de signalisation PI3K et Raf, par le TGFP et/ou 
des facteurs de croissances retrouvés en abondance dans le microenvironnement des 
tumeurs en progression (ex : EGF), protège contre les effets pro-apoptotiques et anti-
prolifératifs du TGFP (Chen et al., 1998; Huggett et al., 1990; Lehmann et al., 2000) 
Diverses observations indiquent également que les récepteurs du TGFP sont souvent 
exprimés à la baisse chez les cellules tumorales, ce qui leur permet d'échapper aux effets 
inhibiteurs du TGFP (Eisma et al., 1996; Franchi et al., 2001; Matsushita et al., 1999). 
Dans quelques rares cas, des mutations qui inhibent complètement l'activité de ces 
récepteurs ont été signalées (ex: cancer du colon) (Chenet al., 2001b; Montgomery et al., 
2001). Des mutations qui inactivent des éléments de la voie de transduction du signal en 
réponse au TGFP ont également été répertoriées. Dans la carcinogenèse pancréatique, la 
mutation de la protéine Smad4 est un événement bien documenté. En fait, dans plus de 
90% des cas, une perte d'hétérozygosité est observée dans la région 18q21, le locus qui 
encode le gène de Smad4. Des travaux réalisés avec des souris hétérozygotes pour 
l'expression de Smad4 (+/-) indiquent que cette haploinsuffisance confére un avantage 
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prolifératif aux cellules pancréatiques et permet l'initiation de la formation de tumeurs 
(Xu et al., 2000). Cependant, bien que des mutations dans les gènes encodant les Smad2 
et 4 ait aussi été détectées chez d'autres types de carcinomes, elles sont tout de même 
qualifiées d'événements marginaux (Fukushima et al., 2003; Salovaara et al., 2002). 
Ainsi, la signalisation en réponse au TGFP serait atténuée par des altérations qui 
n'abolissent généralement pas de façon complète la capacité des cellules à répondre à ce 
facteur de croissance. 
Bien que les événements moléculaires permettant la transition entre les effets anti et pro-
tumorigéniques du TGFP ne soient pas encore très bien compris, il est clair que le TGFP 1 
confère un avantage sélectif au développement des tumeurs et à la formation de 
métastases. D'abord, le TGFP 1 est un puissant facteur pro-angiogénique, tel que démontré 
dans plusieurs essais in vitro et modèles de souris ayant des déficiences dans certains 
éléments de la voie de signalisation du TGFp. Par exemple, l'inactivation des gènes 
encodant le TPRI ou TPRII engendre la mort embryonnaire due à des défauts vasculaires 
et angiogéniques (Larsson et al., 2001; Oshima et al., 1996). Plusieurs modèles 
démontrent également que le TGFPl joue un rôle dans l'angiogenèse tumorale. La 
surexpression du TGFP 1 par des cellules humaines de carcinome de la prostate entraîne 
une augmentation de l'angiogenèse tumorale lors d'essais de xénogreffes chez des souris 
immuno-déficientes, tandis que l'administration locale d'anticorps anti-TGFP 
neutralisants réduit la formation de vaisseaux sanguins chez les tumeurs (Steams et al., 
1999; Ueki et al., 1992). L'effet pro-angiogénique du TGFPl a été associé à sa capacité à 
induire l'expression de VEGF (Saito et al., 1999). Le TGFP stimule également de façon 
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indirecte l'angiogenèse grâce à son activité de chimioattraction des cellules monocytaires 
qui sécrètent des cytokines pro-angiogéniques (Ashcroft, 1999; Lin and Pollard, 2004). 
Le TGFP 1 induit des changements dans le microenvironnement des tumeurs, ce qui crée 
des conditions optimales pour l'établissement d'un nouveau réseau vasculaire intra-
tumorale ainsi que pour l'invasion et la formation de métastases. Entre autres, le TGFP 1 
induit l'expression de métalloprotéinases telles que la MMP-2 et la MMP-9 et réprime 
l'expression d'inhibiteurs de ces protéases, les TIMP, chez les cellules tumorales et 
endothéliales (Duivenvoorden et al., 1999; Hagedorn et al., 2001; Sehgal and Thompson, 
1999). Ceci contribue à l'invasion des cellules endothéliales qui est requise pour le 
processus d'angiogenèse ainsi qu'à la migration des cellules tumorales à travers le stroma 
et la membrane basale des vaisseaux sanguins, ce qui favorise la formation de métastases. 
L'équipe du Dr Arteaga a récemment mis en évidence l'effet pro-tumorigénique du 
TGFJ3 l chez des tumeurs déjà établies (Muraoka-Cook et al., 2004). Un modèle 
d'expression conditionnelle du TGFJ31 sous le contrôle d'un promoteur induit par la 
doxycycline a permis de démontrer que l'expression du TGFP 1 occasionne une 
augmentation de dix fois le nombre de métastases formées. À l'inverse, l'inhibition du 
TGFP 1 a réduit la mobilité, la survie, la tumorigénicité ainsi que la formation de 
métastases, indiquant que l'induction et/ou l'activation du TGFP 1 par des tumeurs pré-
établies peut accélérer la progression métastatique. 
Plusieurs observations révèlent également que l'expression du TGFJ31 par les cellules 
tumorales réprime l'immunosurveillance, ce qui favorise la croissance tumorale. Le 
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TGFf31 inhibe les fonctions immunes des lymphocytes B et T, des cellules NK, des 
neutrophiles et des macrophages (Ashcroft, 1999; Fortune! et al., 2000; Letterio and 
Roberts, 1998). Plus particulièrement, l'expression du TGFf31 par les cellules tumorales 
prévient l'activation locale des lymphocytes T cytotoxiques. Cette répression corrèle avec 
une diminution de l'expression de l'IL-2 et du récepteur à l'IL-2 (Kehrl et al., 1986a; 
Kehrl et al., 1986b ). 
2.4 Les métalloprotéinases 
2.4.1 La structure des MMP. 
Les métalloprotéinases de la matrice (MMP) appartiennent à la famille de protéases de 
type matrixine. Elles consistent en un groupe d' endopeptidases dépendantes du zinc qui 
jouent un rôle clé dans la dégradation de la matrice extracellulaire (MEC) associée à 
l'invasion des cellules tumorales, à la formation de métastases et à l'angiogenèse 
(Egeblad and Werb, 2002; McCawley and Matrisian, 2000). La première 
métalloprotéinase de mammifère, soit la MMP-1, a été découverte il y a plus de 30 ans par 
Gross et Lapiere chez les tissus d'amphibiens (Gross and Lapiere, 1962). Depuis, 28 
MMP ont été identifiées chez les vertébrés, dont 21 sont exprimées chez les humains 
(Egeblad and Werb, 2002). La famille des MMP peut être divisée en 2 grands groupes, 
soit les MMP de type soluble ou membranaire. Bien que classifiées initialement en 
fonction de leur spécificité de substrats (McCawley and Matrisian, 2000), la classification 
des MMP repose maintenant sur leur structure (figure 13) (Egeblad and Werb, 2002). La 
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première classe appelée « MMP formées des domaines minimaux » comprend les MMP-7 
et MMP-26 qui contiennent (i) un peptide signal qui les dirige au réticulum 
endoplasmique en vue de la sécrétion, (ii) un propeptide possédant un groupement thiol 
(SH) qui interagit avec les molécules de zinc associées à la région catalytique afin de 
maintenir la pro-MMP sous une forme de zymogène (latente) et (iii) un domaine 
catalytique contenant un site de liaison pour le zinc hautement conservé 
(HEXGHXXGXXHS/T). À l'exception de la MMP-23, toutes les MMP possèdent une 
région charnière (hinge region) qui relie le domaine catalytique au domaine hémopexin. 
Ce dernier, situé dans la région C-terminale, influence la spécificité de substrats et la 
liaison des inhibiteurs tissulaires des MMP (TIMP). Les MMP arborant un domaine 
hémopexin se distinguent également par la présence d'autres structures qui leur sont 
spécifiques. Les MMP-2 et 9 (appelées respectivement gélatinases A et B) sont capables 
de lier la gélatine grâce à un insert qui ressemble à la séquence de liaison au collagène 
retrouvée chez la fibronectine. Quant aux métalloprotéinases de type membranaire (MT-
MMP), elles ont soit un domaine transmembraine à un seul passage suivi d'une courte 
queue cytoplasmique ou une région hydrophobique qui agit en tant que signal d'ancrage 
pour le glycosyl phosphatidylinositol (GPI). Un motif de reconnaissance pour la furine est 
inséré entre les domaines pro et catalytique de plusieurs MMP dont les protéases sécrétées 
MMP-11 (stromélysine-3) et MMP-21 ainsi que les MT-MMP. Finalement, la MMP-23 
contient, à la place d'un domaine hémopexin, des domaines qui lui sont uniques dont un 
domaine riche en cystéines et prolines ainsi qu'un domaine ressemblant au récepteur de 
type II de l'IL-1 (Pei et al., 2000). 
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Figure 13: Représentation schématique de la structure protéique des métalloprotéinases 
de mammifère. Les MMPs sont divisées en deux groupes selon qu'elles soient sécrétées 
ou membranaires. Les différents domaines composant les MMPs sont représentés: Pré, 
peptide signal; Pro, pro-peptide; Fur, motif de reconnaissance pour la furine; Zn, site de 
liaison du zinc; Fi, site de liaison au collagène de type fibronectine; C, région charnière; 
Vn, insert de type vitronectine; TM, domaine transmembranaire; Cy, queue 
cytoplasmique; GPI, domaine d'ancrage glycosyl phosphatidylinositol; C/P, domaine 
riche en cystéines et en prolines; Type IgG, domaine de type immunoglobuline. 
1. MMPs sécrétées 
1) MMPs formées des domaines minimaux 
MMP-7 /Matrilysin, MMP-26/endometase 
2) MMPs formées d'un simple domaine hémopexin 
MMP-l/collagénase-1, MMP-8/collagénase-2, MMP-13/collagénase-3, 
MMP-l/collagénase-4, MMP-3/stromélysine-1, MMP-1 O/stromélysine-2, MMP-27, 
MMP-12/métalloélastase, MMP-19/RASI-1, MMP-20/enamelysine, MMP-22 
Hémo exin 
3) MMPs liant la J,!élatine 
MMP-2/gélatinase A, MMP-9/gélatinase B 




5) MMPs ayant un insert vitronectine 
MMP-21/homologue de la XMMP de Xenopus 
II. MMPs membranaires 
emopexm 
6) MMPs ayant un domaine transmembranaire 
MMP-14/MTl-MMP, MMP-15/MT2-MMP, MMP-16/MT3-MMP 
MMP-24/MTS-MMP 
7) MMPs ancré via un GPI 
MMP-17 /MT4-MMP, MMP-25/MT6-MMP 
8) MMPs membranaire de type II 
MMP-23/MMP à domaine riche en cystéines 
emopexm TM 
Hémo 
Adapté de Sounni et al. , 2003 
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2.4.2 L'activation des MMP. 
Les membres de la famille des MMP partagent des caractéristiques communes quant à 
leur activité : (1) chacune des MMP est capable de dégrader au moins une composante de 
la MEC, (2) elles sont actives à un pH physiologique, (3) elles requièrent 2 molécules de 
zn++ pour leur activité, (4) elles sont inhibées par des chélateurs de métaux ainsi que les 
TIMP et (5) elles sont secrétées sous la forme de zymogènes qui requièrent une activation 
protéolytique (John and Tuszynski, 2001). De façon endogène, la régulation de l'activité 
des MMP se fait à trois niveaux, incluant l'expression des gènes encodant les MMP, 
l'activation des zymogènes latents et l'inhibition par les TIMP. L'effet coopératif de ces 
trois facteurs permet un contrôle rigoureux de l'activité des MMP en contexte 
physiologique, alors que des altérations à chacun de ces niveaux de contrôle sont 
associées à la progression tumorale (Celentano and Frishman, 1997). 
D'abord, l'expression génique des MMP et des TIMP est sous le contrôle d'une variété de 
cytokines, de facteurs de croissance, d'hormones stéroïdiennes et de phorbol esthers 
(Chakraborti et al., 2003; Parsons et al., 1997). Cependant, les mécanismes d'activation 
transcriptionnelle des MMP par ces facteurs ne sont pas encore bien élucidés puisqu'ils 
induisent des patrons d'expression variables chez différentes cellules et tissus et ont 
également des effets variables en conditions physiologiques et pathologiques. L'une des 
familles d'inducteurs ayant les effets les plus puissants sont les phorbol esters tel que le 
PMA (Toth et al., 1997). D'autres facteurs impliqués dans la stimulation de l'expression 
des MMP sont l'IL-la et j3, l'IL-8, le TGFj31, le TNFa, le bFGF, VEGF et le EGF 
(Chakraborti et al., 2003; Kanno et al., 1998; Lamoreaux et al., 1998; Miyake et al., 1997; 
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Parsons et al., 1997). À titre d'exemple, il est connu que le TGFPl stimule l'expression de 
la MMP-2 chez une variété de cellules tumorales incluant des cancers de l'ovaire, du 
pancréas, de la peau, du cerveau et des os (Brown et al., 1990; Duivenvoorden et al., 
1999; Ellenrieder et al., 2001; Lin et al., 2000; Sehgal and Thompson, 1999). Afin de 
créer un milieu propice à l'invasion, une balance entre les niveaux de protéases et 
d'inhibiteurs doit exister. Bien que le rôle exact des cytokines et des facteurs de 
croissance ne soit pas clairement compris, il semble qu'ils agissent de pair afin de 
moduler les niveaux de MMP et de TIMP et ainsi créer un environnement favorable au 
déroulement de processus physiologiques ou pathologiques. 
L'activation des MMP, qui sont d'abord synthétisées sous la forme de zymogènes, 
constitue un autre niveau de régulation. Les enzymes activées par un clivage de type 
furine possèdent un motif de reconnaissance pour cette convertase entre leur pro- domaine 
et leur domaine catalytique. Ces MMP sont clivées de façon intracellulaire par des 
convertases telles que la furine ou la P ACE4, ce qui induit la libération de leurs formes 
actives (voir figure 13). La stromélysine-3 (MMP-11) est la première MMP identifiée en 
tant que substrats des convertases de type furine (Pei and Weiss, 1995). Par la suite, la 
MTl-MMP s'est aussi révélée être un substrat de ces protéases (Sato et al., 1996). Des 
expériences de mutagénèse dirigée ont démontré que les deux motifs de reconnaissance 
furine contenus dans la MTl-MMP sont efficacement clivés par cette convertase (figure 
14) (Yana and Weiss, 2000). Cependant, des études ont révélé que l'activation de la MTl-
MMP par la furine serait dépendante du type cellulaire étudié et que des protéases de type 
MMP et/ou une boucle autocatalytique pourraient participer à l'activation de la MTl-
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Ô Site de liaison du zinc 
Figure 14: Représentation de la structure du précurseur de la métalloprotéinase 
MTl-MMP humaine. Les différents domaines de la MT 1-MMP sont représentés. La 
fo rme latente de la MT 1-MMP de 66 kDa est activée de façon intracellulaire suivant 
le retrait du pro-domaine, ce qui donne lieu à la sécrétion de la fo rme active de 60 
kDa. Deux sites de reconnaissance de type furine Arg-Arg-Pro-Arg92 J, et Arg-Arg-
Lys-Arg 111 .J, sont retrouvés à la jonction entre la pro-région et le domaine catalytique 
de la MT 1-MMP. Ces deux motifs sont efficacement clivés par la fu rine. La fo rme 
mature de 60 kDa peut être subséquemment clivée par autocatalyse en une fo rme 
inactive de 45 kDa. 
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MMP (Sato et al., 1999; Yana and Weiss, 2000). La MT3-MMP est également un substrat 
de la furine et la mutation du résidu arginine pour une alanine à la position P 1 du site de 
clivage a engendré une perte complète de l'activation de cette MMP (Kang et al., 2002). 
Plus récemment, il a été démontré que l'activation des MMP-28 et MT5-MMP est 
efficacement bloquée par un inhibiteur synthétique de la furine (peptidyl-CMK), ce qui 
indique que ces deux protéases sont des substrats potentiels de la furine (Illman et al., 
2003; Wang and Pei, 2001). 
Les MMP dépourvues de motifs de reconnaissance furine sont activées de façon 
extracellulaire. Ces MMP sont maintenues dans le cytoplasme sous une forme inactive via 
une interaction entre une cystéine contenue dans la pro-région et les ions de zinc associés 
au site catalytique (Springman et al., 1990). Cette interaction bloque l'accès des substrats 
au site actif de la MMP et le retrait de la pro-région par clivage endoprotéolytique confère 
l'activité à l'enzyme. Cette tâche peut-être accomplie par des protéases de type sérine 
mais aussi par d'autres MMP qui, une fois activées, acquièrent la capacité de s'activer 
entre elles (Nagase and Woessner, 1999). L'un des meilleurs exemples est l'activation de 
la pro-MMP2 par la MTl-MMP. Paradoxalement, cette activation requiert la participation 
d'un inhibiteur des métalloprotéinases, soit le TIMP-2 (Shofuda et al., 1998). Tel que 
démontré à la figure 15, le mécanisme d'activation est initié par la liaison de la partie N-
terminale de l'inhibiteur au site actif de la MTl-MMP. Le domaine carboxy-teminal libre 
du TIMP2 interagit avec le domaine hemopexin de la pro-MMP-2, formant ainsi un 
complexe ternaire inactif à la surface cellulaire (Stemlicht and Werb, 2001). Une 
molécule adjacente et libre de MTI-MMP est ensuite recrutée et clive la pro-MMP-2. À la 















Adapté de Sounni et al., 2003 
Figure 15: Représentation schématique de l'activation de la pro-MMP-2 par 
la MTl-MMP. La pro-MTl-MMP peut d'abord être clivée de façon intracellulaire 
par la furine. La molécule TIMP-2 vient ensuite servir de molécule adaptatrice qui 
permet la liaison de la pro-MMP-2 à la MTl -MMP. Une seconde molécule de MTl-
MMP libre et adjacente clive une portion de la pro-région de la pro-MMP-2, menant 
à la formation de la forme intermédiaire de la MMP-2. Le clivage subséquent de la 
MMP-2 implique une autocatalyse et entraîne la production de la forme active de la 
MMP-2. 
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résiduelle de la pro-région, est convertie en une forme pleinement active par autocatalyse 
(Atkinson et al., 1995; Will et al., 1996). De façon intéressante, le clivage du pro-domaine 
de la MTl-MMP n'est pas nécessaire à la liaison du TIMP-2 et à l'activation de la pro-
MMP-2 (Cao et al., 1998). 
Le troisième niveau de régulation des MMP s'effectue via l'inhibition de leur activité 
enzymatique. Divers agents ont des effets inhibiteurs des MMP dont 1' a2-macroglobuline 
et les TIMP (Baker et al., 2002). L'a2-macroglobuline est une molécule de haut poids 
moléculaire qui inhibe l'activité de nombreuses protéases mais dont la taille prévient 
l'entrée dans l'espace tissulaire. Les molécules de TIMP sont, en revanche, beaucoup plus 
petites avec des poids moléculaires allant de 21 à 28,5 kDa et sont présentes à l'intérieur 
de divers tissus et fluides. La famille des TIMP est composée de 4 membres, soit les 
TIMP-1 à 4. Le domaine amino-terminal des TIMP est responsable de leur activité 
inhibitrice. Les TIMP forment un complexe non-covalent et de haute affinité avec les 
MMP, à un ratio stoïchiométrique de 1:1 (Baker et al., 2002; Lambert et al., 2004). Ainsi, 
la balance entre la quantité de protéases et d'inhibiteurs détermine l'activité protéolytique 
nette. Les TIMP sont des glycoprotéines ayant une activité anti-angiogénique. 
L'augmentation des niveaux d'expression des TIMP est généralement associée à une 
inhibition de l'invasion des cellules tumorales et de la formation de métastases (Baker et 
al., 2002; Greene et al., 1996). Parmi les membres de la famille des TIMP, le TIMP-4 est 
le plus récemment identifié (Greene et al., 1996). Contrairement aux TIMP-1,-2 et -4 qui 
sont sécrétés, le TIMP-3 est lié à la MEC (Blavier and DeClerck, 1997; Flenniken and 
Williams, 1990; Gomez et al., 1997; Leco et al., 1997; Leco et al., 1994). Également, 
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chacune des TIMP présente un patron d'expression différent. L'expression du TIMP-2 est 
répandue à travers les tissus et les organes du corps humain tandis que celle des autres 
TIMP est plutôt spécifique au tissu. Leur spectre d'action est également très large puisque 
chacun des TIMP peut inhiber plusieurs MMP différentes, et une même MMP peut être 
inhibée par plus d'un TIMP. 
2.4.3 Les rôles des MMP dans la tumorigenèse. 
Des études réalisées dans la dernière décennie ont révélé que plusieurs MMP sont 
fréquemment surexprimées chez différents types de cancers (Zucker and Vacirca, 2004). 
Tel que représenté au tableau VIII, ces MMP sont capables, en conjonction, de dégrader 
les diverses composantes de la MEC, i.e. collagènes, laminine, fibronectine, vitronectine, 
énactine, protéoglycans et autres. Les MMP éliminent la MEC environnant la tumeur qui 
agit en tant que barrière à la prolifération, à l'invasion et à la formation de métastases par 
les cellules tumorales (Edwards and Murphy, 1998; Egeblad and Werb, 2002; Stetler-
Stevenson and Yu, 2001). Les MMP sont également requises pour le processus 
d'angiogenèse tumorale. L'activité des collagénases de type IV (MMP-2 et -9) est 
essentielle à la morphogenèse et la formation d'extensions capillaires par les cellules 
endothéliales tandis que la MMP-1 semble importante pour la dégradation du collagène de 
type 1 (aussi appelé collagène interstitiel), le constituant prédominant de la MEC 
périvasculaire (Handsley and Edwards, 2005; John and Tuszynski, 2001). La MTl-MMP 
dégrade également le collagène de type I et contribue à la néovascularisation des tumeurs 
en activant la pro-MMP-2 à la surface cellulaire, facilitant ainsi la migration et l'invasion 
des cellules endothéliales (Seiki, 2003). 
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Tableau VIII : Liste des MMP les plus fréquemment impliquées dans le 
cancer et leurs substrats. 














Collagènes de type 1, Il, III, VII, X, XI, gélatine, 
aggrécan, fibronectine, fi.brin, fibrinogen, 
entactine, laminine, ténascine, vitronectine, 
IGFBPs, IL-lp, pro-TGFa 
Gélatine, collagènes de type IV, V, I, III, VII, 
VIII, X, XI, aggrécan, décorine, laminine, 
vitronectine, fibronectine, élastine, entactine, 
fibrine, fibrinogène, plasminogène, ténascine, 
vitronectine, IGFBPs, inhibiteur de protéine a1, 
pro-MMP-13, pro-MMP-9, IL-lp, TGFp, 
pro-TNFa 
Perlecan, décorine, aggrécan, laminine, gélatine, 
collagènes de type III, IV, V, VII, IX, X, XI, 
élastine, entactine, fibronectine, ténascine, 
vitronectine, E-cadhérine, IL-1 p, pro-TNFa, 
plasminogène, fibrine, fibrinogène, pro-MMP-9 
Aggrécan, décorine, fibronectine, laminine, 
collagènes de type I, IV, gélatine, élastine, 
entactine, ténascine, fibronectine, vitronectine, 
fibrinogène, plasminogène, E-cadhérine, 
pro-TNFa 
Collagènes de type I, Il, III, aggrécan, 
fibrinogène, ADAM TS-1 
Gélatine, collagènes de type IV, V, XI, XIV, 
aggrécan, décorine, élastine, laminine, 
vitronectine, fibrine, fibrinogène, 
plasminogène, inhibiteur de protéine a1, IL-1 p, 
TGFP 
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Aggrécan, fibronectine, laminine, gélatine, 
élastine, collagènes de type I, III, IV, V, IX, 
fibrinogène, proMMP-1, -7, -8, -9 
Inhibiteur de protéine a1, laminine, fibronectine 
IGFBPs, 
Aggrécan, élastine, fibronectine, entactine, 
vitronectine, laminine, inhibiteur de protéine a1, 
collagènes de type I, IV, gélatine, fibrinogène, 
plasminogène, pro-TNFa 
Collagènes de type I, II, III, IV, VI, IX, X, 
gélatine, fibronectine, aggrécan, fibrinogène, 
proMMP-9 
Fibronectine, collagènes de type I, II, III, 
gélatine, entactine, fibronectine, aggrécan, 
perlecan, vitronectine, ténascine, fibrinogène, 
inhibiteur de protéine a1, proMMP-2, 
proMMP-13,pro-TNFa 
Adapté de Zucker et al., 2004 
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Les évidences les plus percutantes qui associent la MMP-2 au processus tumorigénique 
proviennent de l'étude de l'angiogenèse et de la progression tumorale chez un modèle de 
souris déficientes en MMP-2 (Itoh et al., 1998). Ces souris présentent une diminution de 
la capacité de néovascularisation tel que démontré par la méthode du sac d'air dorsal. De 
plus, le volume des tumeurs formées suivant l'injection intradermique de cellules 
tumorales chez ces souris est significativement diminué comparativement aux résultats 
obtenus avec des souris de type sauvage. Ces résultats indiquent donc que la production 
de MMP-2 par l'hôte est essentielle aux processus d'angiogenèse et de progression 
tumorale. Tel que mentionné précédemment, plusieurs facteurs pro-tumorigéniques tels 
que le VEGF et le TGFPl peuvent induire l'expression de MMP (Hagedorn et al., 2001; 
Lamoreaux et al., 1998). Également, les MMP contribuent au développement d'un 
nouveau système vasculaire tumoral en libérant des facteurs pro-angiogéniques qui sont 
séquestrés dans la matrice extracellulaire, tel que le VEGF, le TGFp, le bFGF, ce qui peut 
favoriser l'établissement d'une boucle de régulation positive (Dallas et al., 1995; Goerges 
and Nugent, 2004; Kanematsu et al., 2004). 
La dégradation de la MEC et de la membrane basale des vaisseaux sangums est 
considérée comme une étape essentielle à l'invasion et à la formation de métastases. Bien 
qu'il existe plusieurs types de protéases qui sont impliquées dans le processus 
métastatique (protéases de type sérine, aspartique, cystéine, thréonine et 
métalloprotéinases), une grande emphase a été mise sur les collagénases de type IV, 
MMP-2 et MMP-9. Le collagène de type IV est la composante structurale majeure de la 
membrane basale des vaisseaux sanguins et constitue la barrière principale pour l'intra- et 
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l'extravasation des cellules tumorales (Mercier and Ekindjian, 1990). Ainsi, de 
nombreuses études ont relié l'augmentation d'expression de la MMP-2 et de la MMP-9 à 
une augmentation de la capacité métastatique (Hanemaaijer et al., 2000; Hofinann et al., 
1999). Plusieurs équipes de recherche ont caractérisé les profils enzymatiques de cellules 
tumorales agressives et invasives. Par exemple, la sélection de cellules ayant un 
phénotype de plus en plus invasif, à partir d'une lignée cellulaire pré-établie (CLl), révèle 
que les cellules les plus invasives expriment de grandes quantités de MMP-9. Ces cellules 
possèdent une capacité invasive de 4 à 6 fois supérieure à celle des cellules parentales 
(Chu et al., 1997). Il a également été démontré que la MMP-9 est surexprimée chez des 
cellules de mélanomes d'un niveau d'agressivité avancé contrairement aux cellules de 
mélanomes de stades précoces (MacDougall et al., 1995). La surexpression de la MMP-2 
a aussi été observée chez des cellules tumorales ayant atteint un stade plus agressif 
(Llorens et al., 1997; Vinyals et al., 1998). Ces études ont permis d'établir la corrélation 
suivante, soit plus la capacité métastatique des cellules est grande, plus elles expriment de 
la MMP-2. Les niveaux de pro-MMP-2 versus MMP-2 active jouent un rôle déterminant 
dans la capacité d'invasion et de formation de métastases. L'augmentation de l'activité de 
la MMP-2 est positivement associée au potentiel métastatique de plusieurs types de 
carcinomes (Hanemaaijer et al., 2000; Hofmann et al., 1999). Des niveaux élevés 
d'expression de la MTl-MMP ont aussi été associés à une augmentation des niveaux 
d'activité de la MMP-2 chez des carcinomes du sein, cervicaux et des poumons arborant 
une capacité invasive et métastatique élevée (Hofmann et al., 2003; Pulyaeva et al., 1997; 
Shimada et al., 2000). La transfection de plusieurs lignées cellulaires humaines 
(fibrosarcome HT1080, carcinome du sein MCF et gliome U251.3) avec le gène de la 
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MTl-MMP a causé une augmentation de l'invasion et de la migration de ces cellules 
tumorales (Deryugina et al., 1997). 
L'expression de plusieurs autres MMP est augmentée chez les tumeurs humaines (tableau 
VIII) (Zucker and Vacirca, 2004). Contrairement à la MMP-1, la MMP-2, la MMP-9 et la 
MTl-MMP dont la surexpression est associée à un grand nombre de cancers, les autres 
MMP ont des patrons d'expression, qui jusqu'à maintenant, semblent être spécifiques au 
type de cancer. À titre d'exemple, la MMP-7 est exprimée chez 90 % des 
adénocarcinomes de colon et est impliquée dans la progression de cancers colorectaux 
(Newell et al., 1994). Toutefois, encore bien peu d'informations indiquent sa participation 
dans la progression d'autres formes de cancer. 
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3- LES OBJECTIFS DE L'ÉTUDE : 
La convertase de proprotéines furine est impliquée dans l'activation/maturation d'un large 
spectre de molécules. Une grande majorité de ces protéines, telles que des 
métalloprotéinases de la matrice, des facteurs de croissance et des molécules d'adhésion 
sont cruciales pour l'acquisition et la progression du phénotype tumorigénique ainsi que 
pour la formation de métastases. La surexpression de la furine a été décrite chez plusieurs 
cancers et lignées cellulaires tumorales humaines. Les résultats obtenus d'études utilisant 
différentes approches expérimentales, telles que la surexpression ou l'inhibition de cette 
convertase, supportent l'hypothèse voulant que la furine contribue de façon significative 
au processus de tumorigenèse. Toutefois, il existe peu d'informations quant au rôle exact 
de la furine dans les diverses étapes de la progression tumorale et en ce qui a trait aux 
éléments qui influencent son expression en conditions tumorigéniques. 
Les objectifs de notre étude consistaient donc à étudier les mécanismes d'action 
qu'emprunte la furine afin de favoriser la progression tumorale ainsi que les v01es 
impliquées dans la régulation de l'expression de cette convertase chez les cellules 
cancéreuses. Plus précisément, nous avons d'abord tenté d'obtenir plus d'informations sur 
le rôle de la furine dans le processus d'invasion tumorale en étudiant la capacité invasive, 
en essais in vitro, de lignées cellulaires soit déficientes en furine ou complémentées 
génétiquement afin de produire de la furine active. En second lieu, nous avons vérifié 
l'impact de l'hypoxie sur l'expression de la furine et la maturation de substrats pro-
tumorigéniques. Nous avons également identifié les éléments contenus dans le promoteur 
du gène de la furine qui supportent cette régulation via le facteur de transcription HIF-1. 
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Finalement, nous nous sommes attardés à définir les mécanismes par lesquels le TGF~ 1, 
un substrat de la furine qui est présent en abondance dans le microenvironnement des 
tumeurs, modifie l'expression du facteur de transcription HIF-1 en normoxie. 
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CHAPITRE! 
Rôle alternatif de la furine dans le processus d'invasion tumorale : Augmentation des 
niveaux de la MMP-2 par le TGF~l bioactif. 
Stéphanie McMahon, Marie-Hélène Laprise et Claire M. Dubois 
Article publié dans le journal: Experimental Cell Research, vol. 291, p.326-339, 2003 
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RÉSUMÉ: 
L'enzyme de conversion furine, dont la surexpression est associée à différents types de 
cancer, est impliquée dans la maturation de médiateurs clés participant aux différentes 
étapes de la tumorigenèse. Des études démontrent que la furine joue un rôle important 
dans le processus d'invasion tumorale via l'activation de la MTl-MMP, la 
métalloprotéinase responsable de l'activation de la MMP-2. Afin d'obtenir plus 
d'informations sur les fonctions de la furine dans ce processus, nous avons étudié la 
capacité d'invasion, en chambres de Boyden, des cellules humaines d'adénocarcinome de 
colon Lo Vo, une lignée cellulaire déficiente en furine active. La complémentation 
génétique de ces cellules avec de la furine de type sauvage a engendré une augmentation 
de leur capacité d'invasion qui corrèle avec leur capacité à produire de la MMP-2. 
L'inhibition de l'activité de la MMP-2 à l'aide d'un inhibiteur chimique à large spectre 
(BB-3103) ou d'anticorps neutralisant spécifiquement la MMP-2 démontre que cette 
métalloprotéinase sert d'intermédiaire à l'augmentation de la capacité d'invasion des 
cellules Lo Vo conférée par l'expression ectopique de furine. De façon inattendue, la 
complémentation génétique avec de la furine de type sauvage n'a modifié ni le patron 
d'expression, ni le patron d'activation de la MTl-MMP. Elle s'est plutôt traduite par la 
production de la forme mature/bioactive du TGFP 1. Des analyses des différentes formes 
de clivage du TGFPI par buvardages de type Western indiquent clairement que la 
maturation du TGFP 1 requiert l'activité protéolytique de la furine. Cependant, des essais 
de promoteur inductible au TGFPI en présence d'inhibiteurs des MMP ou de la MMP-2 
exogène suggèrent que l'activation du TGFPl est sous l'influence de la MMP-2. De plus, 
des travaux de neutralisation du TGFP 1 à l'aide d'anticorps spécifiques ont démontré que 
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la capacité invasive associée à la furine repose sur la production endogène de TGFpl, un 
facteur de croissance qui agit en induisant l'expression de la MMP-2. Nos résultats 
démontrent donc l'existence d'un nouveau mécanisme d'action de la furine par lequel 
cette convertase augmente l'invasion tumorale en établissant une boucle inédite 
d'amplification/activation entre la MMP-2 et le TGFP 1. 
Contribution de l'étudiante: 
En ce qui concerne les travaux contenus dans le premier chapitre de cette thèse, Stéphanie 
McMahon a participé activement à l'écriture de cet article sous la supervision de sa 
directrice de thèse. Également, l'étudiante a réalisé toutes les expériences présentées dans 
ce chapitre. Il est important de noter que la Dre Marie-Hélène Laprise a contribué à 
l'établissement des différents clones cellulaires résultant de la transfection stable des 
cellules LoVo. 
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ABSTRACT: 
The mammalian convertase furin plays a significant role in tumorigenesis and its 
overexpression was observed in a number of different cancer types. To date, however, few 
mechanisms of action have been described. Most of the information available concems 
the invasion step and designates MTl-MMP, through the activation of MMP-2, as the 
bona fi.de substrate mediating furin activity. However, recent reports indicate furin-
independent pathways for MTl-MMP activation. To gain further insights into the role of 
furin in the invasion process, we studied the in vitro invasive capacity of Lo Vo cells, a 
furin-deficient adenocarcinoma cell line transfected with wild-type furin. Purin 
complementation resulted in an increased cell invasiveness that correlated with their 
capacity to produce MMP-2. Chemical blockage of MMPs activity with BB-3103 or 
MMP-2-specific antibodies revealed that the increased invasive capacity of furin-
complemented cells was mediated by MMP-2. Unexpectedly, furin complementation did 
not change the status of MTl-MMP expression or activation, but instead resulted in the 
production of mature and bioactive TGFPl. Western blot-analysis of TGFPl 
fragmentation species indicated that TGFP maturation step required furin activity, 
whereas results from TGFP-inducible reporter assays in the presence of MMP inhibitors 
or exogenous MMP-2 suggested that the activation step was under MMP influence. In 
addition, blockage with TGFP neutralizing antibodies revealed that furin-induced 
invasiveness was mediated by endogenous production of TGFJ3. Taken together, our 
findings established the existence of a novel altemative/complementary pathway by which 
furin increases tumor cell invasion through an amplification/activation loop between 
MMP-2 and TGFp. 
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INTRODUCTION: 
Several mechanisms are responsible for the regulation of protein activity. Proprotein 
convertases (PCs) confer the biological activity to many precursor molecules by 
endoproteolytic cleavage at the C-terminal side of paired basic amino acids ( e.g., -Lys-
Arg!-, -Arg-Arg!-). To date, at least seven mammalian convertases have been identified 
(PC l/PC3, PC2, PC4, P ACE-4, furin/P ACE, PC5/PC6 and PC7 /LPC). Within this family, 
selected members exhibit a tissue-specific distribution, such as PCl, PC2, and PC4, while 
furin, P ACE-4, PC5/PC6, and PC7 are expressed in a broad range of tissues and cell lines 
[for reviews, see references [1] and [2]]. The wide distribution of PCs is in accordance 
with their implication in a variety of physiological and pathological processes including 
cancer. 
Elevated expression of PCs has been reported for different tumor cell lines and human 
cancers including neuroendocrine tumors (PC 1, PC2), colon cancers (PC5), breast tumors 
(furin, PACE 4, PC7), head and neck tumors (furin, PACE 4), glioblastomas (furin), and 
lung cancers (furin, PACE 4) [3]. So far, however, only furin expression has been 
correlated with cancer aggressivity and therefore is proposed to have significant 
prognostic value [3]. In fact, in most normal tissues, furin is detected at very low levels. 
This suggests that the potentially deleterious effects of furin on the maintenance of 
cellular homeostasis under physiological conditions are avoided by very low cellular 
levels of expression. In breast, head and neck, and lung cancers, the expression of furin 
above the normal physiological level is associated with the acquisition of a more 
aggressive phenotype [4, 5, 6, 7, 8, 9 and 10]. In particular, furin overexpression has been 
observed in human non-small cell lung carcinoma (NSLC) [9 and 10]. Moreover, a recent 
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study revealed furin mRNA in metastasizing head and neck squamous carcinoma cells 
(HNSCC) but not in nonmetastasizing cells [4]. In this study,fur mRNA levels correlated 
positively with invasiveness. 
It is dear that the outcome of furin overexpression could be the maturation/bioavailability 
of many proteins that orchestrate pathological functions. Tumorigenesis is characterized 
by increased growth rate, local invasion, metastasis, and angiogenesis. In fact, many 
polypeptide growth factors and receptors involved in this multistep process possess at 
their activation site a furin recognition motif (R-X-K/R-Rt) [11 and 12]. This is the case 
of transforming growth factor f31 (TGFf31) [ 13], platelet-derived growth factor (PDGF) 
[14 and 15], and insulin-like growth factor Il (IGF-11) [16], which play a pivotai role in 
the regulation of growth rate. Growth factor receptors such as IGF-lR were also recently 
defined as major contributors of tumor growth and survival [8]. E-cadherin and certain 
integrins known to contribute to tumor cell motility since they are responsible for cell-cell 
or cell-substrate interactions are also natural furin substrates [17 and 18]. 
Several proteases have also been identified as PCs substrates, especially members of the 
matrix metalloproteinases (MMPs) family such as Stromelysin-3 and MTl-MMP [19, 20 
and 21]. MMPs play an instrumental role in the acquisition of an invasive phenotype, a 
crucial step in tumor progression since the loss of extracellular matrix (ECM) integrity 
permits invasion and spreading of tumor cells. Forced expression of PACE-4 in murine 
spindle carcinoma cells exhibits increased invasiveness concomitantly with increased 
Stromelysin-3 processing [22]. In a similar fashion, furin inhibition in cancer cell lines 
with a chemical inhibitor or by transfection of the protein inhibitor a 1-antitrypsin Portland 
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(a1-PDX) resulted in a decreased invasiveness accompanied by a decreased MTl-MMP 
activation [4 and 23]. This last MMP is known to participate in tumor invasiveness since 
it is defined as the most specific activator of MMP-2, also called gelatinase A [20, 24 and 
25]. The crucial implication of MMP-2 in the invasive/metastasis process is well 
documented [for review, see [26]]. In many cases the metastatic potential of cancer cells 
correlates with the activity ofthis protease [27 and 28]. 
Previous studies designated MTl-MMP as the most significant mediator of furin action in 
the tumor cell invasive process [23]. However, recent reports raised controversy by 
indicating that MTl-MMP maturation by furin is a cell type-specific process [29 and 30]. 
Two different groups demonstrated that furin cleavage, at least in certain cell types, is not 
a prerequisite for the conversion of proMTl-MMP into the functional active enzyme [30 
and 31]. Based on these observations and given the complexity of the tumor cell invasive 
process, the contribution of other mediators in furin mechanism of action can be 
hypothesized. 
TGFP 1, an authentic furin substrate [32], is a key regulator of carcinogenesis [33 and 34]. 
It is well established that in the early stages of tumor development, TGFP 1 acts as a tumor 
suppressor by inhibiting cell growth. However, in more advanced stages, tumors not only 
acquire resistance to the growth inhibitory/pro-apoptotic effects of TGFP 1 but also 
produce large amounts of this cytokine. TGFP 1 creates a favorable environment for tumor 
establishment by repressing immune surveillance, inducing the production of angiogenic 
factors and, interestingly, promoting tumor cell invasion and migration. In fact, several 
reports demonstrated the requirement of TGFP signaling for both induction and 
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maintenance of tumor invasiveness and metastasis during late-stage tumorigenesis [35]. 
TGFP signaling occurs via ligand-initiated complex formation of a heteromeric serine-
threonine kinase receptor complex, following which the TGFP type 1 receptor (TBR-1) is 
phosphorylated by the constitutively active TGFP type II receptor (TBR-11). The activated 
TBR-1 then propagates the signal through transient interaction and phosphorylation of 
TGFP pathway-restricted Smad proteins [36]. Using a soluble form of TBR-11 that can 
sequester the tumor-secreted growth factor, Bandoyopadhyay et al. [37] demonstrated in 
athymie nude mice that tumor incidence and metastasis potential of sTBR-11 expressing 
breast cancer cells were significantly lower than those of the control cell lines. Using the 
same cell line, other investigators have shown that the expression of a dominant negative 
form of TBR-11 receptor decreases bone metastasis whereas a dominant positive form of 
TBR-1 has the opposite effect [38]. This further confirms that TGFP production and 
signaling is required for the induction of an invasive and metastasis phenotype. 
To better understand the contribution of the proprotein convertase furin in tumor cell 
invasiveness, we took advantage of an experimental cell model that consists of a furin 
knockout cell line, the Lo Vo cells stably transfected with wild-type furin and submitted to 
in vitro invasion assays. In this report we demonstrate a novel alternative pathway for the 
role of furin in tumor cell invasion that is mediated by endogenous production of 
processed and bioactive TGFP 1. 
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EXPERIMENTAL PROCEDURES: 
Cell culture and transf ection 
LoVo type human colon adenocarcinoma cells (LoVo) (ATCC, Rockville, MD, USA) 
were cultured in complete media composed of Ham F-12 nutrient mixture (Sigma, 
Oakville, ON, Canada) with 10% fetal bovine serum (FBS) (BioMedia, Drummondville, 
QC, Canada). LoVo cells transfected with furin were generously provided by Dr. N. 
K.itamura (University of Tsukuba, Osaka, Japan). These cells were stably transfected with 
pCMVFur, a vector encoding wild-type (WT) furin cDNA or with a control vector 
pRC/CMV. Two clones expressing different amounts of WT furin mRNA [Furl (high 
levels) and Fur2 (low levels)] and one control clone (Neo) were obtained [42]. These 
individual clones were reselected in high concentrations of Geneticin (G-418; 1.2 mg/ml 
Invitrogene, Burlington, ON, Canada) and the resulting Furl and Fur2 cultures now 
express similar amounts of furin mRNA. Furl cells were cotransfected with the furin 
inhibitor a 1-antitrypsin PDX (a1-PDX)(pREP-10/PDX) or the truncated inactive form of 
a1-PDX (a1-PDXtr) (pREP-10/PDXtr) with FuGENE 6 using the method provided by the 
supplier (Roche, Laval, QC, Canada). Two clones transfected with a 1-PDX (PDX-1 and 
PDX-2) and one control clone expressing a 1-PDXtr (PDXtr) were selected according to 
their resistance to hygromycin. These cells were cultured in complete media containing 
two selecting agents, 600 µg/ml G-418 and 450 µg/ml Hygromycin (Roche). Human HT-
1080 cell line (ATCC) was cultured in minimum essential medium (MEM) (Sigma) 
supplemented with 10% FBS. 
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Preparation of conditioned media 
HT-1080, LoVo, and Furl cells were seeded in six-well plates at 6 x 105 cells/0.4 ml of 
serum-free media. Cells were incubated 24 h before collecting the conditioned media 
(CM). LoVo cells were seeded at 6 x 105 cells/0.4 ml in serum-free media containing 0 to 
5 ng/ml TGFP 1. CM was collected after 24 h of incubation. 
Gelatin zymography 
Analysis of gelatinolytic activity in CM was performed by gelatin zymography. Samples 
(20 µl) of CM were mixed with 5 µlof sample buffer (0.5 M Tris-HCl, pH 7.4, 10% SDS, 
50% glycerol) and incubated 15 min at 37°C before electrophoresis under nondenaturing 
conditions on 10% polyacrylamide gels containing 0.1 % gelatin (ICN, Aurora, OH, 
USA). After electrophoresis, gels were washed 2 times for 15 min in 2.5% Triton X-100 
and incubated 16 h at 37°C in activation buffer (50 mM Tris-HCI, pH 7.4, 5 mM CaCb). 
Gels were stained with Coomassie Brilliant Blue, and gelatinolytic activity was detected 
as a clear band against the blue background. 
Filter coating with type IV collagen 
Polycarbonate filters (13 mm; Osmonics, Westborough, MA, USA), 8 µm pore size, were 
coated with 1 OO µl of type IV collagen (Sigma; 1 OO µg/ml in 0.1 % acetic acid). Filters 
were incubated 1 h at 3 7°C and washed in sterile water before air-drying ovemight in a 
laminar flow hood under UV light. Coomassie Blue staining assessed coating uniformity 
of the filters. 
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Invasion assays 
Migration was assayed by an in vitro Boyden chambers method using filters coated with 
type IV collagen (see above). The upper and the lower wells, delimited by the filter, 
contained DMEM (Sigma) and 0.1 % bovine serum albumin (Sigma) (minimal medium). 
In the upper wells, 8 x 104 ce Ils were seeded. Chambers were incubated 4 to 8 h at 3 7°C 
under 5% C02. The filters were then fixed in 4% paraformaldehyde 15 min, 
permeabilized in methanol 10 min, and stained 10 min in 1 % crystal violet (25% ethanol). 
Cells having reached the lower surface of the filters were visually counted using a light 
microscope (Micromaster, model CK, Fisher Scientific, Nepean, ON, Canada) at 400-fold 
magnification. Ten random fields per filter were counted. Bach experiment was made in 
duplicate. 
Different conditions were assessed by the addition of inhibitory reagents in the minimal 
medium. The chemical inhibitor of matrix metalloproteinases, BB-3103 (generously 
provided by British Biotech Pharmaceuticals Limited, Oxford, England), was added to 
minimal medium at concentrations ranging from 0 to 0.5 µM. The MMP-2 neutralizing 
antibody (clone CA-4001; Medicorp Inc, Montreal, QC, Canada) and the isotype matched 
mouse IgG reagent grade antibody (Sigma) were used at a concentration of 2 µg/ml. 
Mouse monoclonal anti-TGFP 1-2-3 neutralizing antibodies (R&D Systems, Minneapolis, 
MN, USA) were added to the minimal medium at concentrations of 0 to 1 µg/ml. Mouse 
reagent grade IgGs (Sigma) were used as a control. In the experiments involving TGFP 1 
stimulation, cells were pretreated with 0 to 5 ng/ml of human recombinant TGFP 1, a 
generous gift from Dr: Anthony F. Purchio (Oncogene Corp., Seattle, WA, USA), for 24 
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or 48 h before seeding them in the Boyden chambers. TGF~ 1 was also added in the same 
concentrations to the minimal medium during migration. 
Immunoblotting 
LoVo, Neo, and Furl cells were cultured to confluence in 100-mm dishes in serum-free 
Ham F-12. LoVo and Furl cells were cultured at 1 x 106 cells/well in six-well plates 
coated or not with type IV collagen (1 ml/well; 1 OO µg/ml) (Sigma) in the presence of 
TGFP 1 at concentrations ranging from 0 to 5 ng/ml for 24 h. Cell lysates and 
immunoblotting were performed as previously described [ 40]. The membranes were 
probed ovemight with a rabbit antibody directed against human MTl-MMP hinge region 
(1 :2000; Research Diagnostics Inc., NJ, USA, and reprobed with a donkey peroxidase-
conjugated anti-rabbit IgG (1 :5000; Amersham, Baie d'Urfé, QC, Canada). The 
immunoreactivity was developed with ECL Western blotting detection reagent 
(Amersham). As previously described, Lo Vo cells were infected with vaccinia 
recombinant for the TGFP 1 precursor or an unrelated control vaccinia recombinant bath 
used at a multiplicity of infection of 5 [32]. Eighteen hours after infection, supematants 
were collected, separated on 12% reducing SDS-PAGE, and immunoblotted using an anti-
human LAP antibody [13]. The detection of fur clones expressing a 1-antitrypsin PDX or 
the serpin truncated form was performed as previously described using a rabbit a 1-
antitrypsin-specific antisera (1 :2000; DAKO Corp., Carpinteria, CA) [32]. 
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TGFJ3 bioassay 
The presence of active TGFP in cell cultures or in conditioned medium was determined as 
stimulation of a TGFP-responsive luciferase reporter p(SBE)4-Luc containing 4 copies of 
the Smad binding elements found in the human PAI-1 promoter sequence and values 
represent luciferase reporter gene activity as previously described [ 40 and 41]. 
Northem blot analysis 
Total RNA was extracted from cultured cells according to the previously described TRI-
Reagent protocol (Molecular Reseach Center, Inc., Cincinatti, OH, USA) [ 42]. Northem 
blots were performed as previously described [ 43]. mRNA was detected using a rat [32P]-
riboprobe for TGFP 1 or furin. GAPDH was used as a control. 
Luciferase assay 
Neo and Fur clones were transfected with 2 µg of the TGFP-inducible reporter (SBE)4-luc 
using the CaP04 precipitation technique as previously described [ 44]. After 20 h, 
luciferase activity was measured as previously described [ 45] and values were corrected 
for transfection efficiency using luciferase values from basic pGL2-Luc vectors. 
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RESULTS: 
Impact of furin reconstitution on Lo Vo ce lis invasion capacity 
To define the contribution of furin in tumor cell invasion, LoVo cells, a furin-deficient 
cell line, were stably transfected with wild-type (WT) furin (pCMV /Fur vector) giving 
rise to clones Furl and Fur2 or with a control vector (pRc/CMV; Neo clone) [39]. After 
reselection of the original clones, homogenous cultures expressing similar amounts of 
wild-type furin mRNA were obtained (Fig. lA inset). Note that furin mRNA of the 
correct size (4.0 kb) is expressed by LoVo Neo cells, this corresponds to a mutated 
mRNA species [39 and 60]. Cell clones were subjected to an in vitro invasion assay using 
filters coated with type IV collagen, a major component of blood vessels basement 
membranes. Genetie complementation of Lo Vo cells with WT furin resulted in a time-
dependent increase in the invasion capacity of the clones with maximal increase observed 
after 8 h of incubation (Fig. lA). 
To determine if this increased invasiveness was directly related to WT furin expression, 
a 1-antitrypsin Portland (a1-PDX), a potent furin inhibitor [46], or ac-terminal truncated 
form of a 1-PDX (a1-PDXtr), devoid of the RXXR358 furin recognition site, were stably 
transfected into Furl clone. a.1-PDX expression was examined by Western blot analysis in 
G-418- and hygromycin-resistant clones. Two clones expressing comparative levels of a.1-
PDX, PDX-1 and PDX-2, and one clone expressing similar amounts of a1-PDXtr, PDXtr, 
were selected for future studies (Fig. lB inset). As illustrated in Fig. lB, ectopie 
expression of a 1-PDX efficiently blocked the increased invasive capacity observed in 
furin-complemented cells, leading to invasion levels similar to control cells (parental 
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LoVo and Neo). As a control, overexpression of an inactive version of the serpin had no 
significant impact on furin-induced cell invasiveness. These results led us to conclude that 
furin is involved in the invasion process of Lo Vo cells. 
Implication of MMPs in furin-induced invasiveness 
Many proteases are known to be involved in extracellular matrix (ECM) degradation 
caused by tumor cells. Among others, matrix metalloproteinases (MMPs) appear to be 
responsible for much of the ECM degradation during the invasive process. To determine 
if furin-induced invasiveness through type IV collagen involves MMPs, BB-3103, a 
broad-spectrum hydroxamic acid-based inhibitor of MMPs, was used in the in vitro 
invasion assay. The addition of BB-3103 at concentrations known to efficiently block 
MMP activity (0.1-0.5 µM) (data sheet, British Biotech) significantly inhibited the 
increased invasion observed in the presence ofWT furin (Fig. 2A). Basal invasion ofNeo 
and Lo Vo cells was also slightly inhibited at the 0.5 µM concentration. These results 
underlined the participation ofMMPs in these processes. 
Within the MMP family, MMP-2 seems to be closely associated with tumor invasion. A 
positive correlation was also established between tumor progression and the expression of 
MMP-2, within numerous human and animal studies [27, 28, 47, 48 and 49]. It is well 
documented that MMP-2 can efficiently degrade type IV collagen, the principal 
constituent of the basement membrane of blood vessels and the major physiological 
barrier to metastasis [26]. As a first step to delineate the role of MMP-2 in furin-induced 
invasiveness, MMP-2 expression was assessed by gelatin zymography assays. Analysis of 
the conditioned media produced by LoVo parental cells, Furl cells, and HT1080 cells, a 
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control human fibrosarcoma cell line known to produce large amounts of MMP-2, showed 
an increase in the levels of the 72-kDa proform (pro-MMP-2) upon reintroduction of WT 
furin in Lo Vo cells (Fig. 2B). Similar increase was also observed with the Fur2 clone 
(data not shown). An increase in the levels of the 68-kDa intermediate/processed form in 
fur-complemented cells is also apparent in overcontrasted images (data not shown). To 
further define the participation of MMP-2 in furin-induced invasiveness, Furl or Neo 
clones were incubated in the presence of MMP-2 neutralizing antibodies or isotype 
matching antibodies during the invasion assay. Results expressed in Fig. 2C indicate that 
neutralization of MMP-2 completely inhibited furin-induced invasiveness of LoVo cells 
without affecting basal migration, pointing out a major contribution of MMP-2 in furin-
mediated invasion. 
MTl-MMP processing in furin-induced invasion in LoVo cells 
It was reported that endogenous furin can participate in MTI-MMP processing/activation 
leading to subsequent MMP-2 maturation through the formation of a cell-surface complex 
with TIMP-2 [50]. To assess whether furin complementation of LoVo cells led to 
variations in MTI-MMP processing, the relative levels of pro- (66 kDa) and mature (60 
kDa) MTI-MMP [21] were evaluated by immunoblotting using antibodies that recognize 
both species. No significant changes in MTI-MMP maturation state upon WT furin 
complementation was observed. Control cells (parental LoVo and Neo cells) as well as 
furin-complemented cells (Furl and Fur2) predominantly produced the 60-k:Da 
mature/active form of MTI-MMP (Fig. 3) and both exhibited the capacity to express 
· increased levels of the active species upon stimulation with concanavalin A (Con A) (data 
not shown). In contrast, the maturation levels of TACE, another metalloproteinase that 
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exhibits an optimal RXKIRR furin recognition site [51 and 52], was significantly 
increased in furin-complemented LoVo cells (Srour, N., Lebel, A., Dubois, C.M., 
unpublished results). These results indicate that in LoVo cells, the processing/maturation 
of MTl-MMP is a furin-independent event, implying that MTl-MMP is not a key 
mediator of furin-stimulated invasion in these cells. 
Role of TGFP in furin-induced invasion 
Since TGFP 1 is known to participate in man y stages of malignant progression [for 
reviews, see [33 and 34]] and since this growth factor was recently identified as an 
authentic furin substrate [32], we studied the impact of furin complementation on the 
production of endogenous TGFp. For this, we transfected LoVo clones with the TGFP-
inducible reporter (SBE)4-luc, a reporter gene that specifically responds to bioactive 
TGFP through Smad proteins [53]. Results represented in Fig. 4A indicate a 7 to 9 times 
increase in (SBE)4-luciferase in Fur transfectants. We also observed background 
luciferase activity in Neo cells, indicating that these cells produce a small amount of 
bioactive TGFp. These results were confirmed by direct measurement of TGFP 1 using an 
ELISA assay specific for bioactive TGFP 1 (data not shown). These experiments indicate 
that furin-complemented clones produce increased amounts of bioactive TGFP molecules. 
Also, TGFP processing-competent convertases, expressed in furin-deficient Lo Vo cells 
(P ACE-4, PC6, or PC7), may be involved in background luciferase activity as previously 
suggested [32]. 
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The increased levels of bioactive TGFj31 was not due to an increase in mRNA expression 
since Northem blot analysis ofNeo, Furl, and Fur2 cells revealed no changes in the levels 
of TGFj31 mRNA expression between the different clones (Fig. 4B). On the other hand, 
Western blot analysis of supematants from LoVo or Fur-complemented cells 
overexpressing TGFj31 (to detect TGFj31) revealed striking differences in the capacity of 
the cells to proteolytically process TGFj31. In supematants from LoVo cells, we could 
detect only the 55-kDa pro-TGFj31 band containing the pro-domain or latency-associated 
protein (LAP), compared to furin-complemented cells that exhibited a loss of 
immunoreactive 55-kDa precursor band with the concomitant appearance of the 44-kDa 
pro-domain (LAP) and the mature 12.5-kDa TGFj31 species ( Fig. 4C). These results are 
consistent with the known capacity of furin to maturate TGFj3 to produce the latent form, 
a step known to be required for TGFj3 activation [13 and 32]. 
The observation that Fur-complemented cells produced increased amounts of MMP-2 
(Fig. 2B) and that purified MMPs, including MMP-2, were shown to proteolytically 
cleave and activate latent TGFj3 in vitro [54 and 55] led us to test the possibility that 
MMP-2 might provide a cellular mechanism for latent TGFj3 activation in furin-
complemented cells. For this, the cells were incubated in the presence of inhibitors of 
either serine proteases (aprotinin), or serine/cysteine proteases (leupeptin), or 
metalloproteases (ilomastat), or in the presence of either purified recombinant MMP-2, or 
MMP-2-neutralizing antibodies. Active TGFj3 produced by the cells was assessed using 
the p(SBE)4-Luc. The results in Table 1 suggest that the activation of TGFj3 observed in 
furin-complemented LoVo cell cultures does not require the activity of serine/cysteine 
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proteases, but reqmres endogenous metalloprotease activity. Exogenous addition of 
recombinant MMP-2 to the cell culture significantly increases luciferase activity. In 
addition, incubation with 4 µg/ml MMP-2 neutralizing antibodies results in 51 ± 12% 
inhibition (n = 3) of active TGFf3 produced by furin-complemented LoVo cells. Taken 
together, this indicates that MMP-2 is one of the metalloproteases involved in TGFJ3 
activation by LoVo cells. 
Contribution of endogenous TGFf3 in furin-induced invasion 
Next we investigated the participation of endogenously produced and activated TGF in 
furin-induced invasion. Furl cells were incubated in the presence of various 
concentrations of anti-TGFf31-2-3 neutralizing antibody or isotype matching antibodies 
that were added at the beginning of the in vitro invasion assay. As illustrated in Fig. 4D, a 
complete inhibition of the invasion due to furin complementation was observed at 1 µg/ml 
of TGFP neutralizing antibody, a concentration known to inactivate 5 ng/ml of TGFJ3 
(data sheet, R&D Systems). Overall, these results indicate that autocrine TGFJ3 action 
mediates furin-induced invasion of Lo Vo cells. 
Mechanism of action of TGFf3 in furin-induced invasion 
TGFJ3 is known to stimulate the expression of several metalloproteinases including MMP-
2, MMP-9, and MMP-13 [56 and 57]. To provide insights into the mechanism of action of 
this cytokine in furin-induced invasion, we studied the impact of TGFf31 on the 
expression of MTl-MMP, a known MMP-2 activator. For this, LoVo parental cells and 
Furl cells were stimulated 24 h with 0 to 5 ng/ml TGFf31 and cell lysates were 
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immunoblotted with anti-MTl-MMP antibody. The results indicated that exogenous 
TGFP did not significantly change the total amount of MTl-MMP expressed by parental 
or Furl cells or the relative proportion of mature and processed species (Fig. 5). 
Moreover, no additive effects was observed when TGFP 1 was added to cells cultured on 
type IV collagen-coated wells, a matrix component previously reported to stimulate MMP 
production or activation [58 and 59]. This suggests that the mechanism of action ofTGFP 
in furin-stimulated Lo Vo cell invasiveness is not mediated by an increased production or 
activation of MTl-MMP. Another potential effect of TGFP in our system could be a 
direct influence on MMP-2 production. To address this possibility, parental LoVo cells 
were incubated for 24 h with 0 to 5 ng/ml of exogenous TGFP 1 and the amounts of 
MMP-2 in supematants were analyzed by zymography assay. A concentration-dependent 
increase in the 72-kDa MMP-2 was observed upon TGFP 1 cell stimulation with 
detectable changes observed at 0.5 ng/ml (Fig. 6A) and a 6.9-fold increase observed at 5 
ng/ml. Therefore, TGFP is a stimulator of MMP-2 expression in LoVo cells. To next 
evaluate the contribution of MMP-2 in TGFP mediated invasiveness, parental LoVo cells 
were stimulated for 24 h with 5 ng/ml of exogenous TGFP 1 and subjected to in vitro 
invasion in the presence of MMP-2 neutralizing antibody. Results expressed in Fig. 6B 
indicate that neutralization of MMP-2 abrogated TGFP-induced invasion of LoVo cells. 
From these results, we concluded that the effect of TGFP 1 on Lo Vo cell invasiveness was 
mediated by MMP-2, similarly to what was observed upon furin complementation. 
Collectively, our findings support the hypothesis that modulation of MMP-2 levels by 
autocrine TGFP 1 is at least one of the mechanisms by which furin potentiates cell 
invasion through type IV collagen matrix. 
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DISCUSSION: 
The mammalian convertase furin plays a significant role in tumorigenesis and its 
overexpression was observed in a number of different cancer types. To date, however, few 
mechanisms of action have been investigated and described. Most of the information 
available concems the invasion step, essential to metastasis, and designates MTI-MMP, 
through the activation of MMP-2, as the substrate mediating furin activity [ 4, 23 and 25]. 
In this report, we demonstrate that the maturation/activation of another furin substrate, 
TGFp, is required for furin-induced invasion of LoVo cells across type N collagen 
barrier. This process coïncides with increased amounts ofMMP-2 released from cells and 
requires intact MMP-2 activity. In contrast, furin expression or exogenous TGFP 
stimulation did not modulate MTI-MMP expression/processing in the same cell system. 
Therefore, TGFP 1 processing can be viewed as a novel additional/altemative mechanism 
that mediates furin-dependent cell invasion. 
In this study, the direct contribution of furin in the tumor invasion process has been 
demonstrated in an experimental gene complementation cell system. This system consists 
of Lo Vo cells, a colon adenocarcinoma cell line, which harbors point mutations in both 
alleles of the fur gene, leading to the production of a defective enzyme [60]. Upon 
complementation with wild-type furin, LoVo cells exhibited a 2- to 2.5-fold augmentation 
of their invasion across type IV collagen matrix. The increased invasion was clearly due 
to furin activity since coexpression of a 1-antitrypsin Portland (a1-PDX), a protein-based 
furin inhibitor, completely blocked the furin effect. a-1PDX is an engineered variant of 
the endogenous elastase inhibitor that now mimics the minimal consensus sequence (R-X-
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X-R) required for furin recognition [61]. Studies showed that this serpin is a potent 
inhibitor of furin, which also inhibits PC6 to some extent with a K; of 0.6 and 2.3 nM, 
respectively [ 46]. Our results are in line with recent studies showing that transfection of 
the furin and PC6 inhibitor a.1-PDX into either head and neck squamous cell carcinoma 
cells or HT-29 human colon carcinoma cells reduced by at least 50% the in vitro and in 
vivo invasiveness of the cells [7 and 8]. Taken together, these observations clearly 
indicate the relevant participation of furin in the invasion process of different tumor cells. 
The acquisition of an invasive phenotype is a prerequisite to more advanced steps of 
metastasis in which MMPs play an accessory role. As reported in several in vitro and in 
vivo model systems, there is a general correlation between the levels of MMPs 
expression, especially MMP-2, and the invasion/metastatic potential of tumor cells [for 
reviews, see [62 and 63]]. In addition to the increase in the levels of an individual MMP, 
malignant tumors tend to express a wider variety of MMPs than benign tumors. For 
example, colon adenocarcinoma cells, such as LoVo cells, express MTl-MMP, MMP-1, 
MMP-2, MMP-3, MMP-7, and MMP-11, but MMP-7 is the only MMP found in 
abundance in benign colonie tumors [64]. These MMPs can act in concert or as individual 
matrix-degrading enzymes. For example, both MTl-MMP and MMP-2 can mediate cell 
invasion as components of a proteolytic activity cascade involving MMP-2 or as two 
individual type N collagen-degrading MMPs [63]. Using a wide-spectrum MMP 
inhibitor, BB3103, we observed a complete inhibition of the furin-promoting invasion 
capacity of Lo Vo cells, confirming that MMPs are essential for furin convertase action. 
To define which individual MMP is involved, we used a MMP-2 neutralizing antibody 
during the invasion assay. The inhibitory effect of this antibody was similar to the one 
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observed with BB3103, indicating that MMP-2, or a proteolytic cascade involving MMP-
2 activation, mediates furin effect. Recently, Bassi et al. [4] have reported that the 
inhibition of furin in head and neck squamous carcinoma cells using the furin inhibitor a 1 -
PDX efficiently blocks cell invasion, a process that correlates with a decrease in MMP-2 
maturation. Our results expand these findings and clearly defines a relationship between 
MMP-2 and the invasion process mediated by furin. 
As for all MMPs, MMP-2 is synthesized and secreted as a latent precursor that requires 
endoproteolytic cleavage of the propeptide to acquire activity. Current knowledge 
indicates that MMP-2 is activated after a two-step process involving an initial cleavage of 
the pro-enzyme required for a subsequent autocatalytic conversion of the intermediate 
form into a fully mature/active enzyme [26 and 65]. lt is generally accepted that MTl-
MMP is the enzyme that carries the initial cleavage of proMMP-2 [26]. MTl-MMP is a 
membrane-type metalloprotease that possesses two furin-like recognition sequences, 
RRXR92 and RRKR 111 , at the junction between the pro-region [30] and the mature 
enzyme, and substantial evidence has been provided that MTl-MMP maturation by furin 
elicits functional activation of MMP-2 [20, 21 and 23]. Our results revealed no significant 
changes in MTI-MMP maturation state between control and furin-complemented LoVo 
cells. In fact, they all exhibited a higher proportion of the ~60-kDa mature MTl-MMP 
form under resting or cell-activated conditions, implying that MTl-MMP activation in 
these cells is a furin-independent mechanism. The expression of the mature/active MTI-
MMP form in furin-deficient Lo Vo cells may explain, at least in part, basal levels of 
migration observed in these cells (see Fig. 1 and Fig. 2). Our results are in line with 
studies by Yana and Weiss [21] who observed that furin-deficient ROE.40 cells were 
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capable of MTl-MMP maturation. They also extend the work of Sato et al. [29] who 
provided evidence of differential furin requirement for the activation of MTl-MMP in 
uterine cervical versus dermal fibroblasts. The mechanism by which MTl-MMP is 
enzymatically cleaved in Lo Vo cells is not yet understood, but evidence is emerging that 
there could be alternative cellular pathways. Studies based on mutants bearing 
substitutions of furin recognition sequences within the MTl-MMP pro-peptide 
demonstrated that furin cleavage is not a prerequisite for the conversion of pro-MTl-
MMP in breast carcinoma cell lines [30]. In the same system, it was also demonstrated 
that a hydroxamate class inhibitor efficiently blocked MTl-MMP activation, implying 
that a yet unknown metalloprotease could be involved in one possible alternative 
activation pathway [30]. Recent findings indicate that MTl-MMP itself could be this 
metalloprotease since it can function as a proprotein self-convertase [66]. Another 
possibility for MTl-MMP activation mechanism cornes from known redundancy between 
PCs for furin-like cleavage sites. In addition to defective furin, LoVo cells are known to 
express PACE-4 [65 and 67], PC6 [67], and PC-7 [68 and 69]. The capacity ofthese PCs, 
in particular P ACE-4 and PC6, to cleave the RXXR or RXKR recognition sites found 
within the MTI-MMP sequence is well established. Whereas PC7, like its kexin ancestor, 
seems to require Arg or Lys at the P6 position for optimal activity [70], a feature that is 
absent within the MTl-MMP propeptide sequence [24]. Therefore, it seems logical to 
propose that endogenous PACE-4 and/or PC6 acts as an alternative or complementary 
mechanism for MTl-MMP activation in LoVo cells, a possibility that could be addressed 
as soon as specific inhibitors ofthese convertases are developed. 
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Besides MTl-MMP, another furin substrate, which is known to play an important role in 
tumorigenesis and particularly in the tumor invasive process, is TGFJ3 l. Interestingly, we 
have shown that the introduction of WT furin in Lo Vo cells increased the amounts of 
bioactive TGFJ3 detected in cell supematants, a process that correlates with the ability of 
the cells to process overexpressed TGFJ3 l. In parallel, no variation in the TGFJ3 l mRNA 
level was observed, strongly implying that in our system, furin acts directly through 
increased processing of the endogenous growth factor. The capacity of furin to process 
TGFJ3 was also demonstrated in several overexpression systems [13, 32 and 71], as well 
as in head and neck cancer cells, where furin was inhibited upon ectopie expression of the 
serpin a1-PDX [4]. 
The activation of TGFJ3 is known to be a two-step process involving cleavage of the pro-
peptide (also called latency-associated peptide) by furin-like PCs in the secretory pathway 
followed by activation by other proteases or conformational changes. In the first reaction, 
the pro-peptide remains associated with TGFJ3 by noncovalent interactions that confer 
latency of the complex. Cancer cells secrete and activate a variety of proteases and several 
of them including the serine protease plasmin and metalloproteases such as MTl-MMP, 
MMP-2, and MMP-9 have been shown to have the capacity to activate TGFJ3 [57 and 58]. 
Here we showed that the activation of latent TGFJ3 in Lo Vo cells is, at least in part, 
MMP-2 specific by the use of an MMP-specific inhibitor as well as MMP-2-neutralizing 
antibodies. Moreover, addition of recombinant MMP-2 results in 2-3 times more 
bioactive TGFJ3, suggesting that this metalloprotease participates in TGFJ3 activation in 
furin-complemented Lo Vo cells. The involvement of other metalloproteases known to 
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activate TGFp, such as MMP-9 or MTl-MMP, is not excluded. Among them, MMP-9 
would be a likely activator candidate since we observed that furin complementation 
occasionally resulted in a parallel increase in MMP-2 and MMP-9 in zymograms ( Fig. 
2B, and data not shown) and since levels ofboth metalloproteases have been shown to be 
potentiated by exogenous TGFP addition [56 and 57]. On the other hand, both the 
expression and maturation state of MTI-MMP is not affected by furin complementation, 
suggesting that in our system MTI-MMP, either directly or indirectly through MMP-2 
activation, is not a major metalloprotease in TGFP activation. 
One of the mechanisms by which TGFP can modulate the metastatic potential of tumor 
cells is by controlling their ability to break down and penetrate the basement-membrane 
barrier [72]. As for furin complementation, exogenous stimulation of parental LoVo cells 
with TGF.Bl increased type IV collagen invasiveness suggesting that endogenous TGFP 
can be a contributor to the more advanced malignant phenotype of furin-complemented 
cells. In particular, a 2-fold increase in invasiveness of LoVo cells, equivalent to levels 
obtained upon furin complementation, was observed following stimulation with TGFP 1 at 
concentrations similar to the amounts produced by Furl and Fur2 cells (data not shown). 
The complete inhibition of furin-induced invasiveness of Lo Vo cells observed upon 
antibody-mediated neutralization of endogenous TGFP confirms the role of this growth 
factor and further suggests that TGFP represents the prominent furin substrate in our 
system. This is in accordance with recent studies indicating tight association between this 
convertase and the maturation of the TGFP 1 precursor [32] whereas other furin substrates 
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relevant to cancer such as the MTl-MMP enzyme discussed above, have less direct 
relationship [29 and 31 ]. 
In normal cells, TGFP 1 is known to maintain homeostasis of the extracellular cell matrix 
(ECM) by increasing the production of matrix components and protease inhibitors and by 
inhibiting the ECM degradation through the downregulation of proteases including MMPs 
[73]. In tumor cells, however, the response seems quite different. Following stimulation 
with TGFpl, LoVo cells considerably increased the 72-kDa MMP-2 pro-form levels in a 
concentration-dependent manner with no significant variation in MTl-MMP or MMP-9 
expression. The increased invasiveness seen upon complementation with WT furin and 
the stimulation with exogenous TGFP 1 were inhibited when MMP-2 was neutralized. 
This clearly indicates that TGFP-mediated enhancement of MMP-2 represents an 
important autocrine mechanism for the role of furin in cell invasion. This is consistent 
with recent findings indicating that TGFP stimulates the expression of this collagenase in 
a variety of cancer cells including ovarian cancer cells, bone-metastasizing cells, 
melanomas, brain metastasis as well as in pancreatic cancer cells [57, 74, 75 and 76]. 
Although the exact molecular mechanism underlying these variations is not clearly 
understood, depending on the cell type, MMP-2 has been reported to be regulated during 
synthesis or after secretion, through increased quantities of the native zymogen [56, 75 
and 73]. PCR analysis of MMP-2 gene expression following exogenous stimulation with 
TGFP 1 or WT furin complementation in Lo Vo cell did not show any variations in the 
mRNA levels (McMahon, S., Dubois, C.M., unpublished observation), despite concurrent 
elevations in secreted MMP-2. This suggests a nontranscriptional pathway for the cellular 
regulation of MMP-2 by TGFpl in LoVo cells. These results are consistent with findings 
119 
by Sehgal et al. [56] who have identified a novel pathway for the regulation of MMP-2 
expression in human prostate cancer cells, which occurs through delayed decay of 
secreted enzyme activity rather than through altered MMP-2 mRNA levels. Additional 
studies would be necessary to ascertain the existence of such a mechanism in Lo Vo cells. 
TGF.B plays various roles in the process of malignant progression, and there is growing 
evidence that in the later stages of cancer development higher levels of TGFP are actively 
secreted by various tumor types, including breast, prostate, pancreas, liver, brain, and 
head and neck squamous cell carcinomas, non-small cell lung carcinomas, and some 
leukemias [33]. Of interest, a significant correlation between TGFP protein levels or 
TGFP activity, and tumor progression/metastasis, was observed in patients with non-small 
cell lung carcinoma, breast cancer, and head and neck squamous cell carcinomas, three 
types of cancer in which furin was also found to be overexpressed [4, 9 and 77]. 
Therefore, it is tempting to speculate that the TGFP-mediated tumor progression induced 
by furin is not exclusive to the cell type study herein, but is a more generalized 
mechanism that contributes to tumor invasion and metastasis of malignant cells. In these 
cases, TGFP would probably not only serve as a MMP amplifier, but may also trigger 
furin overexpression, through an amplification loop that may explain, in part, furin 
overexpression in cancer. Supporting this, the capacity of TGFP 1 to positively regulate 
the expression of the fur gene has been demonstrated in various normal cells as well as in 
hepatocyte carcinoma HepG2 [ 43 and 78]. Our current model for the role of furin in 
invasion is depicted in Fig. 7. 
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Involvement of metalloproteinases in TGF~ bioactivation 
Experiment p(SBE)4-Luc (fold induction) 
Agents 
Aprotinin Leupeptin Ilomastat rMMP-2 
1 1.0 1.06 0.99 ND ND 
2 1.0 1.02 1.33 0.45 3.90 
3 1.0 0.97 ND 0.49 1.80 
4 1.0 ND ND ND 3.76 
Cells were incubated in the presence of inhibitors of either serine 
proteases ( aprotinin 0.3 µM), or serine/cysteine proteases (leupep-
tin 10.5 mM), or metalloproteinases (Ilomastat 2.5 µM), or in the 
presence ofrecombinant MMP-2 (10 ng/ml). Active TGF~ present 
in the cell cultures was determined using p(SBE)4-Luc as determined 
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Figure 1 : Furin reconstitution in Lo Vo cells increases invasion. In vitro invasion was 
assessed in Boyden chambers using filters coated with type IV collagen. After the 
indicated migration time, cells that have migrated to the undersurface of the filter were 
visually counted using a microscope at a magnification of 400x. A) LoVo, Neo, Furl and 
Fur2 cells were allowed to migrate for 4h or 8h. Expression ofwild-type furin mRNA by 
Fur clones was confirmed by Northem blot analysis using a furin- and a GAPDH-specific 
[32P]-riboprobe. B) PDX-1 and 2, PDXtrl and 2 cells were allowed to migrate for 8h. 
Western blot analysis of cells extracts with a antisera against alAT was performed to 
confirm the expression of the al AT-PD X transgene. Results are expressed as the mean ± 
SEM, A)n=9 B)n=6. *, p< 0.05 as compared to control Neo cells in A) or Furl cells in B) 
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Figure 2: Involvement of MMPs in furin-induced invasiveness. A) LoVo, Neo, Furl and 
Fur2 cells were submitted to type IV collagen in vitro invasion assays in presence of BB-
3103, a broad spectrum chemical MMP inhibitor used at 0 to 5 µM for an 8h incubation 
period. Results are expressed as the mean ±SEM, n=5. B) The production of MMP-2 in 
the conditioned media of LoVo, Furl and HT1080 cells (cultured for 24h in Ham F-12 
media without serum) was analyzed by zymography. The apparent molecular weight mass 
of gelatinolytic band corresponding to the proform of the enzyme MMP-2 is 72 kDa and 
the intermediate form is 68 kDa, whereas the molecular weight of pro-MMP-9 is 95 kDA 
and the active form is 88 kDa. C) Neo and Furl cells were assessed in type IV collagen in 
vitro invasion assays in the presence of anti-MMP-2 neutralizing antibodies or isotype 
matched antibodies for an 8h incubation period. Results are expressed as the mean ± 
SEM, n=3*, p< 0.05 as compared to control antibody 
A) 
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Figure 3: Involvement of MTl-MMP in furin-induced invasiveness. Western blot 
analysis of MTl-MMP in LoVo, Neo and Furl cells. Cell lysates (50 ug/lane) were 
separated on 10% SDS-P AGE gels and trasferred to nitrocellulose membranes. 
Immunoblotting was performed using a specific antibody against MTl-MMP or actin as 
an internai control. Two immunoreactive MTl-MMP bands can be 
visualized corresponding to the pro- (66kDa) and active (60kDa) forms. Representative 
experiment ofn=3. 
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Figure 4: Arole for TGFpl in furin-induced invasiveness. A) Neo and Fur clones were 
transfected with the TGFP-inducible reporter (SBE)4-Luc. After 20 h, luciferase activity 
was measured and values were expressed as relative luciferase activity with control basic 
PGL2-Luc vector set at 1. Results are expressed as the mean ± SEM, n = 3 to 5. (B) 
Northem blot analysis ofTGFpl mRNA from Neo, Furl, and Fur2 cells. Total mRNA (5 
µg/lane) was hybridized with a riboprobe specific for TGFP 1 or a cDNA probe for 
GAPDH. The autoradiogram and the densitometric ratios of TGFPllGAPDH (control set 
at 1) are represented. (C) LoVo and Furl cells were infected with vaccinia recombinant 
for the TGFP 1 precursor or an unrelated control vaccinia recombinant both used at a 
multiplicity of infection of 5. Eighteen hours after infection, supematants were collected, 
separated on 12% reducing SDS-PAGE gels, and immunoblotted using an anti-human 
LAP antibody (revealing a 55-kDa pro-TGFPl and a 44-kDa pro-region forms). (D) Neo 
and Furl cells were submitted to type IV collagen in vitro invasion assay in the presence 
of 0 to 1 µg/ml anti-TGFP neutralizing antibodies or isotype-matched antibodies for an 8-
h time period. Results are expressed as the furin-induced invasiveness with the control 
value set at 1, n = 4. **P < 0.001, compared to control Furl/Neo ratio. 
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Figure 5: Effect of TGFfU on MTl-MMP production. Western blot analysis of 
MTl-MMP in LoVo and Furl cells stimulated for 24 h with 0 to 5 ng/ml TGFPI in the 
presence or absence of type IV collagen. Cells lysates (50 µg/lane) were separated on 
10% SDS-PAGE gels and transferred onto nitrocellulose membranes. Immunoblotting 
was performed using specific antibodies against MTl-MMP or actin as an intemal 
control. Three different forms of the MTl-MMP protein can be visualized: the 66-kDa 
pro-form, the 60-kDa mature form, and an additional lower band (56 kDa) that may 
represent a MT 1-MMP fragmentation product. 
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Figure 6: A rote for TGFJH in furin-induced invasion mediated by MMP-2. (A) Parental 
Lo Vo cells cultured in the absence of serum were stimulated with increasing 
concentrations ofTGFP 1 ranging from 0 to 5 ng/ml for a 24-h time period. MMP-2 levels 
in cell supematants were analyzed by zymography in nondenaturating conditions. 
Recombinant human MMP-2 (5 ng/lane) presenting two forms of MMP-2, pro- (72 kDa) 
and active (62 kDa), was used as a control marker. (B) Parental LoVo cells were 
stimulated for 24 h with 0 to 5 ng/ml TGFP 1. Their invasive behavior was analyzed in an 
in vitro invasion assay for 8 h in the presence of 0 to 2 µg/ml of anti-MMP-2 neutralizing 
antibodies or isotype-matched antibodies. Results are expressed as the mean ± SEM, n = 
3. **P < 0.001, compared to TGFPI-stimulated control LoVo cells. 
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Figure 7: Schematic diagram of the role of furin in the invasion process of tumor cells. 
Purin regulates the invasion of tumor cells via at least two complementary mechanisms. 
The processing of TGFP by furin increases extracellular MMP-2 levels whereas MTl-
MMP processing by furin and/or other members of the PC family results in the activation 
ofMMP-2 [ll]. A feedback loop is also proposed in which MMPs, possibly MMP-2, will 
act as a physiological activator of latent TGFp. hl addition, an amplification loop is 
postulated whereby TGFP will in turn amplify fur gene transcription, a process that has 
been shown to result in increased maturation of furin substrates. hl this scheme, the 
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CHAPITRE II 
L'hypoxie augmente l'expression de la convertase de proprotéines furine via le facteur de 
transcription IIlF-1 : Impact sur la bioactivation de proprotéines. 
Stéphanie McMahon, Francine Grondin, Patrick P. McDonald, Darren E. Richard et 
Claire M. Dubois 




L'hypoxie est un régulateur puissant de la tumorigenèse. Il agit principalement en 
régulant l'expression de plusieurs médiateurs associés à l'invasion et à l'angiogenèse, 
parmi lesquels, certains sont des substrats naturels de la convertase de proprotéines furine. 
L'analyse des promoteurs de la furine a révélé la présence de sites de liaison putatifs du 
facteur inductible à l'hypoxie-1 (HIF-1), un complexe transcriptionnel qui joue un rôle 
prédominant dans l'adaptation cellulaire à l'hypoxie. Nous démontrons dans cette étude 
que les niveaux d' ARNm fur, encodant la furine, sont remarquablement augmentés lors 
du traitement des cellules à l'hypoxie. Les résultats issus de la cotransfection d'une forme 
dominante négative du HIF-la chez des cellules de type sauvage ainsi que de la 
transfection d'une construction luciférase arborant le promoteur de la furine chez des 
cellules déficientes en HIF-1 indiquent que le facteur HIF-1 est essentiel à l'activation 
hypoxique du promoteur de la furine. Le facteur de transcription HIF-1 agit en se liant à 
un élément canonique de réponse à l'hypoxie, situé dans le promoteur de la furine, qui 
possède des propriétés de séquence « enhancer ». La régulation de la furine par 
l 'hypoxie/HIF-1 a été associée à une augmentation de l'activation protéolytique de 
substrats de la furine, soit la MTl-MMP et le TGFPl. Nos travaux révèlent une nouvelle 
facette des conséquences physiologiques de l'hypoxie/HIF-1 via l'augmentation de 
l'activation protéolytique par la furine de proprotéines connues pour leurs implications 
dans la tumorigenèse. 
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Hypoxia is a common tumorigenesis enhancer, mostly owing to its impact on gene 
expression of many angiogenic and invasion-related mediators, some ofwhich are natural 
substrates for the proprotein convertase furin. Analysis of furin promoters revealed the 
presence of putative binding sites for HIF-1, a transcription complex that plays a pivotai 
role in cellular adaptation to hypoxia. In fact, we demonstrate herein that the levels of fur 
mRNA, encoding furin, are remarkably increased upon hypoxie challenge. Co-
transfection of a HIF-la DN in WT cells or transfection of a furin promoter-reporter 
gene in HIF-1-deficient cells, indicated the requirement of HIF-1 for furin promoter 
activation by hypoxia. Direct HIF-1 action on the furin promoter was identified as 
canonicat HRE site with enhancer capability. The hypoxie and/or HIF-1 regulation of 
furin correlated with an increased proteolytic activation of the substrates MTl-MMP and 
TGFP 1. Our findings unveil a new facet of the physiological consequences of 
hypoxia/HIF-1, through enhanced furin-induced proteolytic processing/activation of 
proproteins known to be involved in tumorigenesis. 
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INTRODUCI10N: 
The induction of angiogenesis and cell invasion by hypoxia is a hallmark of pathological 
processes such as wound healing, arthritis, and solid tumor formation. Oxygen deprivation 
induces gene expression of man y polypeptides that participate in the establishment of new 
blood vessels and in the invasion phenotype (1-4). Severa! of these proteins are first 
synthesized as inactive pro-peptides that require maturation through limited 
endoproteolytic cleavage after a sequence of 2 or more basic residues (K or R) in order to 
acquire activity. Among them are growth factors such as transforming growth factor-P 1 
(TGFPl), platelet-derived growth factor (PDGF), insulin-like growth factor and one of its 
receptor (IGF, IGF-RI), hepatocyte growth factor (HGF), metalloproteinases including 
membrane-type 1 matrix metalloproteinase (MTl-MMP) and the homotypic cell-cell 
interaction molecules E-cadherins and the integrin avp3 (3,5-14). In the past decade, a 
novel family of 7 closely related mammalian subtilisin/kexin-like serine proteases with 
this cleavage specificity was discovered. They are grouped under the generic name of 
proprotein convertases (PCs) and include PC1/PC3, PC2, PC4, PC5/PC6, PC7 and PACE-
4. Within this family, selected members exhibit a tissue-specific distribution, such as PC 1, 
PC2, and PC4, while furin, P ACE-4 , PC5/PC6 and PC7 are expressed in a broad range of 
tissues and cell lines (for review see, (15,16). Among these convertases, furin is the first 
and so far the best-characterized enzyme. The biological importance of this PC arises 
from the large number and variety of bioactive pro teins and peptides that can be generated 
through its activity, including key elements involved in normal and physiopathologie 
conditions such as cancer. 
148 
Recent studies indicate that tumor growth and malignant tumor phenotypes are regulated 
by the action of PCs, especially furin. In fact, inoculation of immuno-deficient mice with 
furin-inhibited cells resulted in delayed and lower incidence oftumor development as well 
as reduced tumor size compared to wild type (WT) cells. Interestingly, these observations 
were accompanied by a significant decrease in tumor vascularity (14). In normal tissues, 
furin is detectable at very low levels, however, elevated expression of this convertase has 
been reported in a variety of human cancers including breast tumors, head and neck 
tumors, glyoblastomas and lung cancer (17-20). Purin expression has also been correlated 
with cancer aggressivity and was therefore proposed to have significant prognostic value 
(21). This suggests that the potentially deleterious effects of furin on the maintenance of 
cellular homeostasis under physiological conditions are avoided by very low cellular 
levels of expression. 
The mechanisms by which the fur gene, encoding furin, is differentially expressed and 
regulated in tumoral conditions are still poorly understood. It is known that at least 3 
distinct promoters, namely Pl, PIA and PlB, direct its transcription (22). The fur 
transcripts generated differ in their 5' end but are all translated from the same AUG, 
giving rise to identical furin proteins. The PIA and PlB promoters resemble 
housekeeping genes with multiple Sp-1 binding sites. On the other hand, the P 1 promoter 
bears inducible gene features with the presence of TATA and CAAT elements in the 
proximal region and has been shown to be transactivated by C/EBP-p, GATA-1 and 
Smads (22-24). Interestingly, computer-assisted analysis of the furin promoters uncovered 
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the presence of putative hypoxia responsive elements (HRE) also found in many genes 
regulated by oxygen deprivation such as vascular endothelial growth factor (VEGF), 
erythropoietin (EPO) and glucose transporter-1 (GLUT-1) (25-28). Transactivation of 
such cis-acting elements is mediated by the specific binding ofhypoxia-inducible factor-1 
(HIF-1). This transcription factor comprises HIF-la and HIF-lj3/ARNT subunits, which 
are members of the basic-loop-helix-PAS protein family (29). Both subunits are 
constitutively expressed, but HIF-la is maintained at low cellular levels in normoxic 
conditions through proteasomal degradation via the action of von Hippel-Lindau tumor 
suppressor protein. Under hypoxie conditions, HIF-la escapes degradation and 
translocates to the nucleus where it heterodimerizes with HIF-1 j3 (30-35). The consensus 
HIF-1 binding sequence (HBS) was determined to be 5'-RCGTG-3' (R=A/G) (36), 
though recent reports have indicated that for optimal hypoxie induction, several HIF-1-
inducible genes require a HRE composed of a HBS and a HAS (HIF-1 ancillary sequence) 
(5'-CACG/AG/T/C-3'), which forms an imperfect inverted repeat (37). 
Based on the presence of cis-acting HRE elements within their promoter/enhancer 
regions, HIF-1 transcriptionally activates a variety of genes that can convey survival and 
proliferation of tumor cells by mediating angiogenesis, glucose uptake, invasion and 
metastasis, thereby promoting tumorigenesis. In accordance with this, nuclear 
accumulation of HIF-1 protein has been reported recently in human common cancer and 
cell lines including, head and neck, glioblastomas, breast, colon, pancreatic, and prostatic 
(38-40), which are pathological conditions where furin was also found to be 
overexpressed. This finding, coupled with the observation that fur promoters contain 
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putative HRE motifs, prompted us to investigate the regulation of the fur gene by HIF-1. 
In this report, we demonstrate that the expression of furin mRNA is rapidly increased in 
oxygen-deprived cells through HIF-1, which binds to a functional consensus HRE 
sequence in the fur Pl promoter. Increased furin expression in hypoxie cells impacted the 
maturation of furin substrates MTl-MMP and TGFJ3. These findings provide a 
mechanism by which furin could be increased in solid tumors, and thereby impact the 
bioavailability of tumorigenic factors. 
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EXPERIMENTAL PROCEDURES: 
Cel/ Culture - The hepatoma cell lines HepG2 (human) and Hepa-1 clc7 (mouse) were 
obtained from the American Type Culture Collection (ATCC, Rockville, Maryland, 
USA). The Hepa-1 c4 cells, derived from Hepa-1 clc7 cells, were a generous gift from 
Dr. Oliver Hankinson (University of Califomia, LA, USA). These cell lines were cultured 
in Minimal Essential Medium (MEM) (Gibco BRL, Burlington, On, Canada) 
supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS) (Sigma, Oakville, Ontario, Canada) and 
40 µg/ml garamycin (Schering Canada inc., Pointe-Claire, PQ, Canada) in a humidified 
95% air/5% C02 incubator at 37°C (normoxic condition). 
For hypoxie experiments, cells were serum starved and placed in a sealed humidified 
chamber maintained at 1 % 0 2, 5% C02 and balance in N2 for different time-periods as 
indicated in figure legends. 
Northern blot analysis - HepG2 cells were serum starved and cultured in normoxia or 
hypoxia for time-periods ranging from 4 to 24 hours. Total cellular RNA was extracted 
from cells according to the previously described TRl-Reagent protocol (41). Northem blot 
analysis was performed as previously described using furin, PACE-4, and PC-7 rat 
riboprobes (42). An 188 probe was used as an internai control. 
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Western blot analysis - HepG2 cells were cultured in serum-free MEM in normoxic or 
hypoxie conditions for 16 h. Eight hundred thousand Hepa-1 c lc7 and c4 cells/10 cm 
plates were infected as previously described (23) with adenovirus encoding human pro-
TGFpl, al-antitrypsin PDX (al-PDX) or GFP only (control virus) and cultured in 
normoxia or hypoxia for 16 h. Total cell lysates and immunoblotting were performed as 
previously described (43). The membranes were probed ovemight with antibodies 
directed against human MTl-MMP hinge region (Research Diagnostics Inc, NJ, USA) or 
human LAP (TGF-Pl) (R&D Systems Inc, Minneapolis, MN, USA). Secondary antibody 
were peroxidase-conjugated anti-mouse (1 :2500) IgG or anti-goat IgG (1 :8000), 
respectively (Arnersham, Baie d'Urfé, Qc, Canada). Blots were developed using ECL 
Western blotting detection reagent (Arnersham). 
Plasmids for transient transfection - The human fur promoter-luciferase constructs 
pGL2-Basic, pGL2-Pl, pGL2-Pl-Sacl, pGL2-PI-Nhel, pGL2-PI-Kpnl, pGL2-PlA, and 
pGL2-PlB were generously provided by Dr Torik A. Y. Ayoubi (University of Leuven 
and Flanders Interuniversity, Belgium). The pCDNA3-HIF-la, pCDNA3-HIF-lp, and 
pCDNA3-HIF-la DN have been previously described (44,45). 
Luciferase assays - HepG2, Hepa-1 c 1 c7 and Hepa-1 c4 cells were transiently transfected 
by CaP04 precipitation technique using a Mammalian Cell Transfection Kit (Specialty 
Media, Lavallette, NJ, USA) as previously described (46). Briefly, twenty-four hours 
prior to transfection, cells were plated at a density of 125 000 cells/well in 6-well plates. 
Cells were transfected with 2 to 4 µg plasmids/well, as indicated in figure legends. 
153 
Twenty hours following transfection, cells were serum starved 3-4 h prior to ovemight 
exposure to hypoxie or normoxic environment. Cell lysates were assayed for luciferase 
activity as previously described (47). The control pGL2-Basic vector was routinely used 
as an internai control of transfection. Values were normalized for transfection efficiency 
as previously described (23,47). 
Site-directed mutagenesis - The H4-HRE and H5-HRE sequences located at position -
1011 and -863 respectively, within the Pl-Nhel promoter were mutated by using the 
QuickChange site-directed mutagenesis kit (Stratagene, La Jolla, CA, USA). Distinct 
mutations were generated by replacing the H4motif5'-TAGTGAC-3' by 5'-TAGCAAC-
3' and/or the H5 motif 5'-GGCGTGGTGGCTCACGCC -3' by 5'-
GGCAACGTGGCTCGCTTC-3 '. Each mutation was verified by direct sequencing. 
Plasmid construction - The oligonucleotides encoding four tandem repeats containing the 
wt H5-HRE sequence 5'-GACCGGGCGTGGTGGCTCACGCCTAATA-3' or the H5-
HRE sequence mutated (same mutations as in site-directed mutagenesis) of the fur-Pl 
promoter were synthesized (Gibco ), annealed, and cloned into the Kpnl-Nhel sites of 
pGL3-TK-basic vector (generously provided by Dr Negishi, National Institutes of Health, 
North Carolina, USA) 
Electrophoretic mobility shift assays - Nuclear extracts were prepared as previously 
described with the addition of 1 mM Na3 V04 and 50 nM MG-132 in extraction buffer 
( 48,49) followed by a 2 h dialysis step against modified Z-1 OO buffer (25 mM Tris-HCL 
(pH 7.6), 0.2 mM EDTA, 100 mM KCL, 20% glycerol, 2 mM DTT, 1 mM Na3V04, 50 
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nM MG-132) (50). Gel mobility retardation assays (EMSA) were performed as previously 
described with few modifications ( 48,49). Briefly, 5 µg of nuclear extracts were incubated 
with 4xl05 CPM of 32P-labelled double stranded probes in modified Z-100 buffer 
containing 7.5 mM DTT and 0.1 µg calf thymus DNA/20 µl (Sigma). The sequences of 
















GGACCGGGCGTGGTGGCT-3' (H5-HBS). Mouse anti-HIF-la. (Novus Biologicals, 
Littleton, Co, USA) and isotype-matched (Sigma) antibodies were used in supershift 
assays. 
Measure of bioactive TGFPJ - Supematants of Hepa-1 clc7 and c4 cells infected with 
adenovirus were assayed for TGFj31 using a commercially available enzyme-linked 
immunosorbent assay specific for bioactive TGFj31 (R&D Systems). Supernatants were 
activated 10 minutes at 80°C before TGFj31 detection. 
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RESULTS 
Kinetics offurin, PACE-4 and PC7 expressionfollowing hypoxia exposure - Hypoxia is 
a common tumorigenesis enhancer, mostly owing to its impact on gene expression of 
man y angiogenic and invasion-related mediators, some of which are natural substrates for 
the convertase furin. Since the emerging role of proprotein convertases (furin) in 
tumorigenesis, we postulated that furin could be regulated by hypoxia to achieve adequate 
proteolytic maturation of angiogenic and/or tumorigenic substrates. To test this 
hypothesis, HepG2 cells were cultured in normoxic (21 % 0 2) or hypoxie (1 % 0 2) 
conditions for time-periods ranging from 4 to 24 hours. Results expressed in Figure 1 
indicate that hypoxia is a strong inducer of furin mRNA accumulation in HepG2 cells 
with a maximum of 18-fold increase observed at 24 hours, whereas PACE-4 and PC7 
mRNA levels were mostly unaffected. Extended cell culture in hypoxie conditions ( 48 
hours) resulted in no additional increase in furin mRNA levels (data not shown). These 
results indicated that furin, but not the other convertases P ACE-4 or PC7, is a hypoxia-
inducible gene. 
A similar increase in furin mRNA by hypoxia was also observed in other cell lines 
including RA W 264.7 mouse macrophages, primary rat synoviocytes, as well as mouse 
Hepa-1 c 1 c7 hepatoma cell line (data not shown). This indicates that the regulation of the 
furin gene by hypoxia is extended to various cell types and species. 
HIF-1 is requiredfor the hypoxie response of the fur Pl promoter - Computer-assisted 
analysis of fur promoter sequences revealed the presence, within all three fur promoters, 
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of putative HIF-1 binding sites (HBS), including several closely spaced HIF-1 ancillary 
sequences (HAS) characteristic of HIF-1 regulated genes (Fig. 2A) (37). This suggested 
that HIF-1 may regulate fur promoters activity under hypoxie conditions. To address this 
possibility, HepG2 cells were transiently transfected with either Pl, PlA or PlB 
promoter-Luc constructs, or with the promoter-less vector pGL2-Luc. Cells were 
incubated ovemight under normoxic or hypoxie conditions, and luciferase activity was 
measured. As illustrated in Figure 2B, luciferase activity of the Pl promoter was 
increased 3.1-fold under low oxygen tension, while such a treatment had a milder 
influence on the PlA or PlB promoters, with 1.8- and 1.4-fold induction, respectively. 
Further studies were therefore performed with the most hypoxia sensitive Pl promoter. 
To identify the Pl promoter region(s) implicated in the hypoxie response, 5' deletion 
constructs were tested in luciferase assays. As demonstrated in Figure 3B, deletion 
constructs up to position -1221 demonstrated comparable increases in luciferase activity 
following oxygen deprivation. However, further deletion of the promoter to position -413 
strongly reduced the hypoxie response, indicating the presence ofhypoxia sensitive site(s) 
within the -1221 to -413 region. 
In parallel experiments, the reporter constructs were cotransfected with vectors encoding 
HIF-1 a and HIF-1 p. Results presented in Figure 3C indicate that HIF-1 stimulates at 
similar levels Pl promoter activity up to deletion -1221, however, the following deletion 
fragment abrogated the response to HIF-1. Thus, the response of P 1 promoter fragments 
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to HIF-1 overexpression correlates with their response to hypoxia, suggesting that 
hypoxia response element(s) within Pl promoter are HIF-1 binding element(s). 
To determine whether HIF-1 is indeed required for transcriptional activation of the fur-Pl 
promoter by hypoxia, we either co-transfected a dominant negative isoform of HIF-la. in 
HepG2 cells or the Pl-promoter-luc construct was transfected into the Hepa-1 c4 
hepatoma cell line, which lacks HIF-1 pi ARNT protein and thereby cannot form the HIF-1 
transcription complex (51). Results in Figure 4 A and B indicated that forced expression 
of the dominant negative HIF-la. isoform in HepG2 cells greatly reduced both Pl and Pl-
Nhel transactivation in response to hypoxie challenge. Similarly, the Pl luciferase 
reporter gene was activated in the parental Hepa-1 clc7 cell line but not in the 
HIFI~/ ARNT-deficient Hepa-1 c4 cells (Fig. 4C). Together, these results clearly 
demonstrate the requirement ofHIF-1 for the hypoxie activation of the fur-Pl promoter. 
Results from the dominant negative experiment also suggest that the H4- and/or HS-HRE 
sites within the Pl-Nhel promoter fragment are functional. 
Functional analysis of HIF-1 binding sites within the Pl-Nhel promoter fragment - To 
define the functionality of the HRE sites in the Pl-Nhel promoter fragment, site-directed 
mutagenesis was performed on the two putative H4- and HS-HRE sites. This resulted in 3 
distinct mutants - Pl-Nhe1H4 MUT, Pl-NhelHS MUT and Pl-Nhe1H4/H5 MUT - that 
correspond to elimination of the H4-HRE, HS-HRE, or both sites, respectively. 
Expression of the plasmid encoding the Pl-Nhe1H4 MUT (Fig. SA) resulted in a similar 
luciferase activity in response to HIF-1 as the WT Pl-Nhel, while mutation of the HS site 
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reduced HIF-1 stimulation to 10 % of the WT fragment, indicating that this site is critical 
for the HIF-1 response. Mutation ofboth H4 and H5 sequences did not result in additional 
inhibition, indicating that these sites do not act in cooperative manner. 
To investigate whether the H5-HRE site within the furin Pl promoter has enhancer 
activity in response to HIF-1, four tandem repeats of a 28 nt sequence that encompasses 
both the HBS and the HAS of the H5-HRE binding site (4XH5 fur-Pl WT), or a mutant 
sequence (4XH5 fur-Pl MUT) with a 6-nucleotide substitution that eliminates both the 
HBS and the HAS sites, were cloned upstream of the minimal thymidine kinase (TK) 
promoter and the luciferase reporter gene. Luciferase activity assays of the resulting WT 
construct indicated an 8.9-fold increase in the presence of co-expressed HIF-1 (Fig. 5B), 
whereas the activity of the mutant construct remained close to basal value. Taken 
together, these results demonstrate that the H5-HRE site present in the fur Pl promoter is 
critical for HIF-1-induced enhancer activity. 
To ensure that the identified H5-HRE site could physically bind HIF-1, we performed 
electrophoretic mobility shift assays using a 28-bp probe containing the WT H5-HBS and 
HAS sites. Oligonucleotides encoding the H4 site were also used for comparison. Three 
retarded bands (Rl, R2 and R3) were obtained with nuclear extracts from hypoxie cells 
(Fig. 6, lane 2), whereas nuclear proteins from normoxic cells showed only one major 
band of constitutive binding activity (lane 1 ). In contrast, no hypoxia-inducible complexes 
were observed when using the H4 oligonucleotide (lanes 9-11). All retarded complexes 
demonstrated specificity in their binding to H5 WT sequence since they were efficiently 
competed using a 100-fold molar excess of unlabeled oligonucleotides (wt; lane 5). In 
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contrast, no competition was observed with oligonucleotides containing mutations in 
order to eliminate the H5-HBS and HAS sites (mut; lane 6). Also, no hypoxia-driven 
complexes were detected when the H5 mut oligonucleotide was used as a radiolabeled 
probe (lanes 7-8). An anti-HIF-la antibody supershifted, into 2 slower migrating bands, 
the Rl, R2 and R3 complexes (lane 3), whereas an isotype-matched control antibody was 
inefficient (lane 4). This indicates that HIF-1 is a component of the three retarded 
complexes. 
Results shown in Figure 3B suggested that the most distal promoter fragment 
encompassing the two putative Hl- and H2-HRE sites may participate in Pl induction by 
hypoxia since its deletion slightly reduces the overall response. To test this possibility, the 
Hl and H2 oligonucleotides were included in a parallel EMSA assay (lanes 12-17). 
Results indicate the absence of hypoxia-induced complexes for both probes, when the 
autoradiograms were revealed within standard (16 h) exposure time. However, longer 
exposures resulted, for the Hl probe, in a similar pattern ofhypoxia-induced and antibody 
supershifted complexes as observed with the H5 probe (data not shown). This suggested 
that weak interactions between HIF-1 and the Hl site can occur, in addition to the 
stronger interactions detected in the case of the H5 site. 
Recent data demonstrates in several HIF-1 inducible genes a common HRE structure that 
consists of a HAS and a HBS site (37,52-54). Since H5 contains both sites, we 
investigated whether the HBS site is sufficient for HIF-1 interaction. To this end, a probe 
containing only the H5-HBS site was radiolabeled and tested in EMSA. Results in Figure 
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6 (lanes 18-20) indicate that removal of the HAS site impairs HIF-1 binding to the H5-
HRE sequence, indicating that both the HAS and HBS are indeed required. 
Impact of increased furin expression on substrate maturation - We investigated whether 
fur mRNA levels correlate with the extent of proteolytic conversion of the furin 
substrates, MTl-MMP and TGFPl. These substrates contain a proven furin activation site 
and both have been shown to profoundly affect many aspects of tumor progression. 
(7,11,12,24,55). We therefore analyzed by immunoblotting MTl-MMP-related digestion 
products obtained from HepG2 hepatoma cells, which express high levels of endogenous 
MTl-MMP. As shown in Fig. 7 A, a high molecular weight band (66 kDa) corresponding 
to the unprocessed MTl-MMP precursor is observed in both culture conditions. Hypoxia 
resulted in an augmented MTl-MMP production, as well as in the conversion of the MTl-
MMP precursor into the 60-kDa mature form. For TGFP maturation, we analyzed by 
Western blotting lysates from the Hepa-1 clc7 hepatoma cell line overexpressing this 
growth factor (to permit immunodetection). As demonstrated in Fig. 7B, hypoxia-treated 
cells exhibited, in addition to the 55 kDa precursor band, a 44-kDa product corresponding 
to the proteolytically processed pro-domain product (7). 
In the same experiment, we studied whether hypoxia-induced increase in TGFP 
maturation by furin is mediated by HIF-1. For this, TGFP digestion products were 
analyzed in the derived HIF-1-deficient Hepa-1 c4 clone and compared to those obtained 
with the Hepa clc7 cells. Results indicated that only the HIF-1-proficient Hepa-1 clc7 
cells produced a mature TGFP 1 species under hypoxie condition, while such maturation 
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product was absent in the c4 clone. In parallel, the increased production of active TGFP 
under hypoxia was restricted to the Hepa-1 clc7 cells expressing the HIF-1 complex 
(Table 1). These results indicate that hypoxia-induced TGFP endoproteolysis by furin is 
indeed regulated by endogenous HIF-1. Thus, hypoxia/HIF-1-induced endogenous fur 
gene expression correlates with an increase in MTl-MMP and TGFP 1 endoproteolysis. 
Previous data obtained in our laboratory clearly defined furin as an authentic transforming 
growth factor-betal-converting enzyme (24). In order to ensure that the proteolytic 
maturation of TGFP 1 in hypoxie conditions is achieved by furin, we overexpressed 
TGFPl and the previously described furin inhibitor al-PDX in Hepa-1 clc7 and c4 cell 
lines (56). As demonstrated in Figure 7B, the production of the mature form of 
TGFPl observed in hypoxia-treated WT clc7 clone was inhibited upon al-PDX 
expression. In parallel, hypoxia-induced release of bioactive TGFPl in Hepa-1 clc7 cell 
conditioned media was blunted to control normoxic cells following the expression of a 1-
PDX with measured amounts of 4.44 ng/ml vs 0.5 ng/ml, respectively. Thus, furin is the 




In this report we provide evidence that the fur gene is induced upon hypoxia exposition 
and we identified a region within its promoters that regulates furin transcription under 
hypoxia, through HIF-1 activity. More significantly, we demonstrate that such 
hypoxic/HIF-1 regulation of furin correlated with an increased proteolytic activation of 
the substrates MTl-MMP and TGF~ 1. Our study unrevealed a new facet for the role of 
HIF-1 in tumor progression, through enhanced proteolytic processing/activation of 
proproteins. 
Three alternative promoters can drive the transcription of the fur gene (22). Promoters 
PlA and PlB resemble housekeeping genes with multiple Spl-binding sites. However, 
the Pl promoter has features of the inducible class (22,23,47). Herein, we demonstrate 
that even though each of the three fur promoters can respond to hypoxia, the P 1 promo ter 
is the most sensitive to oxygen deprivation, with an average 3-fold increase (compared to 
1.8- and 1.4-fold increases for PlA and PlB, respectively). Analysis of the strong 
hypoxia-inducible Pl promoter revealed that deletion of the H4- and HS-HRE sites 
located within the -1221 to -413 (Pl-Nhel) region strongly abolished the response to 
both hypoxia and HIF-1. The elimination of H4 did not affect Pl-Nhel activity toward 
HIF-1-forced expression, although the abolition of HS site completely impaired the 
response to HIF-1, indicating that the integrity of HS is crucial for Pl responsiveness to 
hypoxia. A four tandem repeat of HS-HRE efficiently enhanced minimal thymidine 
kinase promoter activity toward HIF-1, indicating that this site also has enhancer activity. 
A common structure of the HRE consists of the core HIF-1 consensus binding sequence 
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(HBS), 5'-(A/G)(C/T)GTG-3', located upstream of an imperfect inverted repeat, 5'-
CAC(A/G)(T/C)-3', called HIF-1 ancillary sequence (HAS), with a spacing of 8 or 9 nt 
between the HBS and HAS, features crucial for its activity. This is the case for many HIF-
1-regulated genes including erythropoietin, VEGF, and Glut-1 (37). Analysis of the H5-
HRE site of the fur PI sequence indicated that it is constituted of both HBS and HAS 
sequences (5'-GCGTGGTGGCTCACGC-3'), identical to the Glut-1 HRE (5'-
GCGTGCCGTCTGACACGC-3') , with the exception of a 6 nt spacing instead of 8 nt 
between the HAS and the HBS sites (37). In EMSA, a probe containing only the HBS site 
of H5-HRE, failed to interact with HIF-1 presents in nuclear extracts of hypoxie HepG2 
cells. Therefore, as observed for other hypoxia-regulated genes, the fur gene requires both 
the HBS and HAS sites for HIF-1 binding and transactivation. Even though the spacing 
between the HAS and HBS does not meet the known requirements for HIF-1 binding, it is 
efficiently transactivated by HIF-1, suggesting that spacing constraints are probably not as 
critical as previously thought. 
The proprotein convertase furin shares a similarity of cleavage site specificity with the 6 
other members of the human proprotein convertases family, and consequently, 
redundancy in substrate processing often occurs (15). Most of the angiogenic/tumorigenic 
factors requiring bioactivation are processed within the constitutive secretory pathway, 
where the greatest part of the converting activity is achieved by furin, P ACE-4, PC5/PC6 
and PC-7 (24). Since an increased expression in PACE-4 and PC7 mRNAs was 
previously observed in different cancer types (18,57,58), and since both of these 
convertases are expressed along with furin in HepG2 cells (59), we analyzed the impact of 
hypoxia on their expression. Although furin expression was dramatically increased upon 
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oxygen deprivation, P ACE-4 and PC7 mRNA levels were only slightly modulated 
indicating that hypoxia-induced expression is not extended to all human proprotein 
convertase family members. Nucleotide analysis of the 5'-flank:ing region of the human 
PACE-4 and PC7 genes demonstrated the absence of TATA and CAAT elements, 
promoter features characteristic of housekeeping genes (60,61). However, the PACE-4 
promoter contains putative binding sites for several transcription factors such as AP-1, 
GHF-1 (growth hormone factor-1), and CREB (cyclic AMP response element binding 
protein) and was shown to be regulated by the growth factor, PDGF-BB (62). Further 
analysis of the cloned promoter portions for each of these convertases revealed the 
absence of a canonical HRE in P ACE-4 and PC7 genes. Although several transcription 
factors have been reported to be activated in hypoxia, such as NK-KB and AP-1 (63), 
HIF-1 was repetitively demonstrated to be the main regulator of the mammalian 
adaptative response to low oxygen tension. Therefore, the observed absence of HRE 
consensus HIF-1 binding sites may explain the lack of significant hypoxie response. 
The hypoxia/HIF-1-dependent increase in furin gene expression was found to be involved 
in the increased bioavailability of angiogenic/tumorigenic mediators as exemplified by the 
metalloproteinase MTl-MMP and the growth factor TGFp. Both mediators are well 
characterized furin substrates that have been shown to profoundly affect many aspects of 
tumor progression. MTl-MMP, through proteolytic events, regulates various cellular 
functions, including ECM turnover, promotion of cell migration and invasion. MTl-MMP 
acts either through direct degradation of ECM components or indirectly by activating pro-
MMP2 (55). In addition, these metalloproteases are involved in the construction of the 
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vascular tubular network, in part, through the release or the activation of growth factors 
(64,65). TGFpl, in tum, creates a favorable environment for tumor establishment by 
repressing immune surveillance, inducing the production of potent angiogenic factors 
such as VEGF and bFGF, and by increasing the production of ECM proteases (66,67), 
which promotes tumor cell invasion and migration. In addition to TGFP and MTl-MMP, 
the multiplicity of other established furin substrates involved in cell growth and survival 
(IGFR-1, PDGF, HGF) (8, 14,68), cell invasion (E-cadherin, integrins) (3, 13), and 
angiogenesis (VEGF-c) (69), support the contention that the regulation of furin activity 
within hypoxie/HIFI expressing zones of tumors could profoundly impact the course of 
tumor growth, invasion and metastasis in a detrimental manner (Figure 8). 
The endoproteinase furin is considered to be the most important proprotein convertase of 
the constitutive secretory pathway, with an essential role in embryogenesis, hemostasis, 
and various diseases, through the proteolytic maturation of a diverse collection of 
proprotein substates including growth factors and their receptors. Among them, IGF-1, 
HGF and PDGF have been shown to increase HIF-la levels in various cell types 
(44,70,71). In addition, inflammatory cytokines such as TNFa, which is released from 
membranes by the furin substrate TACE/ADAMl 7 (72), induce HIF-1 activity in 
normoxic conditions (73,74). These observations suggest that furin regulation by HIF-1 
may be a more generalized phenomenon that could apply to other cellular contexts 
including inflammatory condition where furin activity was shown to be upregulated (42). 
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Table 1: Measure of bioactive TGF~l from hypoxia-stimulated 
Hepa-1 cl c7 and c4 cells 
Bioactive TGF~ (ng/ml} 
HIF-1-~roficient clc7 HIF-1-deficient C4 
hypoxie hypoxie 
Ex12eriments N H increase N H increase 
1 2.82 4.61 63% 3.45 2.91 
2 2.14 4.97 132% 3.30 3.31 
Hepa-1 clc7 and c4 cells were infected with control (GFP expressing virus) or TGFPl 
expressing adenovirus. Following a 16 h exposition to normoxic or hypoxie conditions, 
cell supematants were harvested, heat-activated (80°C, 5 min) and assayed for bioactive 
TGFP 1 as described in Methods. Data are expressed as TGFP 1 ng/ml of cell culture 
medium. 
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Figure 1: Expression of furin in hypoxie conditions. 
Kinetics of fur, PACE-4 and PC7 mRNA accumulation. HepG2 ce11s were cultured in 
normoxia (21 % 0 2) or hypoxia (1 % 0 2) for various time-periods as indicated. Total 
mRNA (5 µg/lane) was probed with specific furin, PACE-4, and PC7 rat riboprobes. A 
18S probe was used as an internai control. The autoradiogram and the densitometry ratio 
of each convertase/18S ( controls set to 1) are represented 
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Figure 2: Effect ofhypoxia onfur Pl, PlA and PlB promoter activity. 
(A) Schematic representation of localization and sequence of the HRE motifs present in 
the 5' noncoding exons 1, lA and lB of the humanfur gene. (B) Transient transfection of 
HepG2 cells with 2 µg/well of pGL2-Basic (promoterless vector), pGL2-Pl, pGL2-PlA 
or pGL2-PlB promoter constructs. Cells were incubated ovemight in normoxic or 
hypoxie conditions before luciferase activity measurement. The induction ratio of the 
luciferase activity by hypoxia is indicated for each luciferase promoter construct. Data are 
expressed as the mean ±SEM, n=3, *p< 0.05, compared to normoxic control. 
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Figure 3: Functional analysis of fur Pl 5'-deletion constmcts. 
(A) Schematic representation of putative HIF-1 recognition sequences present in fur PI 
promoter fragments shortened in 5' accordingly to endogenous Sacl, Nhel, or Kpnl 
restriction sites. Base positions are numbered relative to the TATA box. (B) HepG2 cells 
were transiently transfected with 2 µg/well fur PI, PI-Sacl, PI-Nhel, or PI-Kpnl 
constructs. Cells were cultured 16 h in normoxia or hypoxia before luciferase activity 
measurement. The induction ratio of the luciferase activity by hypoxia is indicated for 
each luciferase promoter construct. Data are expressed as the mean ± SEM, n=9. (C) 
HepG2 cells were transiently cotransfected with 2 µglwellfur Pl, PI-Sacl, PI-Nhel, or 
PI-Kpnl constructs and either 1 µg/well of each vectors encoding HIF-la and HIF-IP or 
2 µg/well empty pCDNA3 vector. Cells were cultured 16 h before luciferase activity 
measurement. The induction ratio of the luciferase activity by HIF-1 is indicated for each 
luciferase promoter construct. Data are expressed as the mean ± SEM, n=3. 
A) 
Pl ~l ~2 t' LUC Sites HRE (-3606/+89) ___J Hl 5'-GGCACGGTGGCTCACGCCTGT-3' 
H3 H2 5'-GTCJÇ_Ç'"[ÇCCCAAGTGCAT AAG-3' Pl-Sacl l ,t LUC (-2554/+89) H3 5'-GCCACGTGCAGCCCCTTGAGC-3' 
H4H5 H4 5'-GTTTAGTGACTAGGGATGCGA-3' 
Pl-Nhel il it LUC (-1221/+89) H5 5'-CGGGCGTGGTGGCTCACGCCT-3' ------
H6 H6 5'-T AAGTGCAGACTCACCCCAAT A-3' 
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Figure 4: Regulation of fur Pl and Pl-Nhel promoters by hypoxia and IDF-1. HepG2 
cells were transiently cotransfected with 2 µg/well (A) fur Pl or (B) Pl-Nhel constructs 
and 2 µg/well pCDNA3-HIF-l DN or empty pCDNA3 vector (CTL). Cells were cultured 
overnight in hypoxia or normoxia before luciferase activity measurement. Results are 
expressed as fold-increase relative to the normoxic control cells. Data are expressed as the 
mean ±SEM, n=4 for A and n=6 for B. (C) Hepa-1 clc7 and c4 cell lines were transiently 
transfected with 2 µglwellfur Pl-Luc construct and incubated overnight in normoxia or 
hypoxia before luciferase activity measurement. Data are expressed as the mean ± SEM, 
n=3. 
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Figure 5: Functional analysis of HIF-1-binding sites within fur Pl-Nhel promoter region. 
(A) HepG2 cells were transiently cotransfected with 2 µg/well of WT Pl-Nhel, or 
mutated Pl-Nhe1H4 MUT, Pl-Nhe1H5 MUT, Pl-Nhe1H4/H5 MUT constructs and either 
1 µg/well of each pCDNA3-HIF-la and pCDNA3-HIF-1~ or 2 µg/well of the empty 
pCDNA3 vector, for a total of 4 µg plasmids/well. Cells were incubated 16 h before 
luciferase activity measurement. The induction ratio of the luciferase activity by HIF-1 is 
indicated for each luciferase promoter construct. Data are expressed as the mean ± SEM, 
n=2 to 5. (B) Four tandem oligonucleotides containing the wt or mutated H5 HBS-HAS 
sequences from the fur P 1 promo ter were cloned into a luciferase construct containing the 
minimal thymidine kinase promoter (pGL3-TK-Luc) to generate the plasmids 4xwtH5-
HRE-pGL3-TK or 4xmutH5-HRE-pGL3-TK, respectively. Two µg/well of the resulting 
constructs or the pGL3-TK-Luc were transiently transfected with either 1 µg/well of each 
pCDNA3-HIF-la and pCDNA3-HIF-1~ or 2µg/well of the empty pCDNA3 vector into 
HepG2 cells. Cells were cultured 16 h before luciferase activity measurement. The 
induction ratio of the luciferase activity by HIF-1 is indicated for each luciferase promoter 
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Figure 6: Analysis ofHIF-1 binding to HREs within/ur Pl promoter. 
HepG2 cells were cultured 16 h in normoxia or hypoxia prior to the nuclear extracts 
preparation. The nuclear extracts were incubated with the wt H5 radiolabeled probe (wt 
H5, lanes 1-6). The specificity of complex formation was tested by the inclusion of 1 OO-
fold excess of unlabeled competitors in the binding buffer ( cold probe (wt), lane 5; cold 
mutated H5 probe (mut), lane 6), by including a specific anti-HIF-la antibody (a, lane 3) 
or an isotype-matched control antibody (c, lane 4), or by the use of radiolabeled mut H5 
probe in EMSA (lanes 7-8). Radiolabeled probes containing only the HBS site of H5 
(lanes 18-20) or including other HREs sequences withinfur Pl promoter were also tested 
for their binding to HIF-1 (Hl, lanes 12-14; H2, lanes 15-17; and H4, lanes 9-11). Sl and 
S2 indicate supershifted complexes; C, constitutive band; Rl, R2 and R3, HIF-1 binding 
complexes and NS, nonspecific band. 
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Figure 7: Biological impact of hypoxia/lllF-1- induced furin gene expression 
Western blot analysis of furin processing of MTl-MMP and TGFPl. A) HepG2 cells 
were cultured in normoxia (N) or hypoxia (H) for 16 h. B) Hepa-1 c 1 c7 and c4 cells were 
infected with control adenovirus (expressing GFP only) or TGFPl expressing adenovirus 
at a final MOI of 200 and cultured in normoxia or hypoxia for 16 h. Cell lysates were 
separated on 7.5% SDS-PAGE gels and transferred to PVDF membranes. Immunoblotting 
was performed using anti-MTl-MMP or anti-LAP antibodies. Three immunoreactive 
MTl-MMP bands can be visualized corresponding to the pro form (66k Da), the active 
form (60 kDa) and a degradation form (::::: 45 kDa). Anti-LAP immunoblotting revealed 
two bands corresponding to the pro-TGFPl (55 kDa) and the pro-domain (44 kDa). C) In 
vitro invasion was assessed in Boyden chambers using filters coated with type IV 
collagen. Eighty thousand parental HTl 080 cells or stable transfected cells with either the 
furin inhibitor AT-PDX (PDX-A, PDX-B and PDX-C) or the empty pcDNA3 vector 
(CTL-1 and CTL-2) were allowed to migrate under normoxic or hypoxie conditions for 8 
hours. Northem blot analysis was performed to confirm the expression of furin inhibitor 
AT-PDX mRNA transcripts in samples from cells cultured under normoxic or hypoxie 
conditions. Results are expressed as the mean ± SEM a representative experiment out of 
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Figure 8: Proposed impacts of fur hypoxia-induced expression. 
The proposed events depicted here are relative to tumorigenesis but furin implication in 
other pathological processes is not excluded. Purin is known to maturate a broad range of 
growth factors, metalloproteinases and adhesion molecules, some of which expression is 
increased upon hypoxia. Increased intracellular levels of furin in solid tumor hypoxie 
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CHAPITRE III 
Le TGF~l induit l'expression du HIF-1 via deux mécanismes impliquant l'inhibition de 
l'expression de la PHD2 et l'augmentation de la transcription du HIF-la.. 
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RÉSUMÉ: 
Le facteur de transcription inductible à l'hypoxie-1 (HIF-1) joue un rôle central dans 
plusieurs processus pathologiques via l'induction de l'expression de gènes spécifiques 
incluant le VEGF. Tel que son nom l'indique, le HIF-1 est fortement modulé par 
l'hypoxie. Toutefois, il est connu que d'autres éléments du microenvironnement tumoral 
et inflammatoire influencent son expression et son activité en condition normale 
d'oxygène. Parmi ceux-ci, des études récentes indiquent que le TGFPl augmente 
l'expression de la sous-unité régulable du HIF-1, le HIF-la, ainsi que l'activité de liaison 
à l' ADN du HIF-1. Dans ce travail, nous démontrons que le TGFP 1 agit au niveau de 
l'accumulation et de l'activité du HIF-1 via deux mécanismes différents. Ces derniers 
impliquent la synthèse d'ARNm et l'augmentation de la stabilité du HIF-la. Nous 
démontrons, de façon plus particulière, que le TGFP 1 diminue, de façon marquée, les 
niveaux d' ARNm et de protéine encodant la prolyl hydroxylase associée au HIF-la, la 
PHD2, via les voies de signalisation Erk et PI3K. Conséquemment, 
l'hydroxylation/dégradation du HIF-la est inhibée tel que déterminé par la stabilisation 
du domaine de dégradation dépendant de l'oxygène du HIF-la qui contient les prolines 
ciblées par la PHD2. De plus, lors de l'inhibition de l'enzyme de conversion du TGFP 1, la 
furine, une diminution des niveaux basaux de HIF-1 a et de VEGF a été observée, 
suggérant que la production endogène de TGFP 1 bioactif régit efficacement l'expression 
de gènes cibles du HIF-1. Cette observation est appuyée par des travaux qui démontrent 
une diminution de la production de VEGF en réponse au TGFP 1 chez des cellules 
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déficientes en HIF-la. Ensemble, nos résultats suggèrent un nouveau mécanisme par 
lèquel un facteur de croissance contrôle la stabilité du HIF-1 a via la régulation des 
niveaux de la PHD2. 
Contribution de l'étudiante : 
En ce qui concerne le troisième chapitre de cette thèse, Stéphanie McMahon a participé 
activement à l'écriture de cet article sous la supervision de sa directrice de thèse. 
L'étudiante a également réalisé toutes les expériences contenues dans ce chapitre à 
l'exception des travaux présentés à la figure 3B ainsi que le buvardage de type Northem 
présenté à la figure 6A. En fait, l'analyse par PCR en temps réel des niveaux d' ARNm 
PHD2 a été réalisée par Martine Charbonneau (figure 3B). Sébastien Grandmont a 
produit les cellules HTl 080 exprimant de façon stable la forme dominante négative du 
HIF-la (HIF-laDN) ainsi que le buvardage de type Northem démontrant l'expression du 
transcrit de HIF-laDN (figure 6). 
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ÀBSTRACT: 
The hypoxia-inducible transcription factor-1 (HIF-1) is central to a number of 
pathological processes through the induction of specific genes such as VEGF. Even 
though HIF-1 is highly regulated by cellular oxygen levels, other elements of the 
inflammatory and tumor microenvironment were shown to influence its activity under 
normal oxygen concentration. Among others, recent studies indicated that TGFP increases 
the expression of the regulatory HIF-la subunit, and induces HIF-1 DNA-binding 
activity. Here, we demonstrate that TGFP acts on HIF-la accumulation and activity 
through two mechanisms involving active gene transcription and increased HIF-1 a 
protein stabilization. In particular, we demonstrate that TGFP markedly and specifically 
decreased both mRNA and protein levels of a HIF-la-associated prolyl hydroxylase 
(PHD), PHD2, through the ERK and PI3K pathways. As a consequence, the 
hydroxylation/degradation of HIF-la was inhibited as determined by impaired 
degradation of a reporter protein containing the HIF-la oxygen-dependent degradation 
domain bearing the PHD-targeted prolines. Moreover, inhibition of the TGFPl converting 
enzyme furin, resulted in decreased basal HIF-la and VEGF expression levels, 
suggesting that the endogenous production of bioactive TGFP 1 efficiently regulates HIF-
1-targeted genes. This was reinforced by results from HIF-la knock-out or HIF-la-
inhibited cells that show impairment in VEGF production in response to TGFP 
Collectively, our findings propose a novel mechanism by which a growth factor controls 
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HIF-1 stability, and thereby drives the expression of specific genes, through the regulation 
' of PHD2 levels. 
INTRODUCTION: 
Overexpression of the transcription factor HIF-1 is a hallmark of most cancers and is 
generally associated with increased tumor growth, angiogenesis and patient mortality (1-
4). In xenograft models, tumor growth and angiogenesis are inhibited by the loss ofHIF-1 
activity and stimulated by HIF-1 a overexpression ( 5-7). The essential role of HIF-1 in 
tumor progression is attributed to its dominant role in the regulation of various genes 
associated with the ang1ogemc process, cell growth/survival as well as 
invasion/metastasis. HIF-1 is a heterodimeric transcription factor composed of HIF-la 
and HIF-lP subunits, however, the biological activity of HIF-1 is determined by the 
expression and activity ofHIF-la (8). Whereas the HIF-lP protein is readily found in all 
cell types, HIF-la is rapidly degraded under conditions of normal oxygen and is thereby 
virtually undetectable. Under normoxia, oxygen-dependent prolyl hydroxylases modify 
HIF-la and permit its recognition by the von Hippel-Lindau tumor suppressor (VHL) 
which functions together with elongin B, elongin C and Cullin 2 as an E3 ubiquitin ligase 
complex that mediates HIF-la proteasome-dependent degradation. Under hypoxie 
conditions, prolyl hydroxylation is inhibited leading to HIF-la stabilization (9-12). In 
mammalian cells, three HIF-1 prolyl hydroxylase isoforms, PHDl, PHD2 and PHD3, 
have been identified and shown to hydroxylate two proline residues (pro-402/564) within 
the oxygen-dependent degradation domain (ODDD) ofHIF-la (13). Using siRNA, it was 
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demonstrated that, in vivo, PHDs display distinct functions and that PHD2 is the critical 
oxygen sensor controlling the low steady-state levels ofHIF-la. in normoxia (14). 
Based on the strong influence of low oxygen concentration on HIF-la. stabilization, 
several studies were conducted to demonstrate a correlation between HIF-la. expression 
and hypoxie regions within tumors. However, the reported patterns of HIF-la. staining 
were often not consistent with hypoxie regions and expression profiles surprisingly 
showed homogenous distribution of HIF-la. within the tumor mass (15,16). More 
recently, it was proposed that the control points regulating HIF-la. levels are multiple and 
depend on the tumor microenvironment. In fact, in addition to hypoxia, other stimuli such 
as growth factors, hormones and cytokines were demonstrated to induce HIF-1 a. 
accumulation and activity under normal oxygen conditions (17-21 ). Although little is 
known about the mechanisms involved, data accumulated so far suggests that these agents 
act at the level of HIF-la. gene transcription and/or protein synthesis without affecting 
prolyl hydroxylase levels or activity (22-25). 
Numerous changes that promote tumor progression are observed within the tumor 
microenvironment. When tumors grow, they produce a wide array of pro-tumorigenic 
molecules. Among others, many common tumors are known to be associated with 
enhanced levels of transforming growth factor-P 1 {TGFP 1) (26). This growth factor is 
overexpressed by tumor cells and is also directly released by infiltrating leukocytes, such 
as tumor-associated macrophages {T AM), a major component of the inflammatory circuit 
that participates in tumor growth, angiogenesis and metastasis (27). TGFP 1 is well 
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known to play an important role in the tumorigenic process by enhancing the expression 
' of metalloproteases and angiogenic factors which favor tumor invasion and 
vascularization (28-33). The pro-angiogenic action of TGFP 1 is attributed, in part, to its 
capacity to induce the expression of the angiogenic factor VEGF, a key gene target of the 
transcription factor HIF-1 (34-36). Moreover, TGFPl was shown to regulate the 
expression of its own converting enzyme furin, a recently identified HIF-la-regulated 
gene, which resulted in augmented processing of the TGFP 1 precursor into its bioactive 
form (37,38). This regulatory cycle is of potential importance in the induction, as well as, 
in the activation of numerous factors implicated in the pathology of cancer. In fact, in 
addition to TGFP 1, furin is known to maturate/activate several pro-tumorigenic molecules 
such as the metalloprotease MTl-MMP, the growth factors PDGF and IGF as well as the 
angiogenic factor VEGF-C, some ofwhich are HIF-1-regulated genes (39-43). 
Furthermore, among recent advances underlining the contribution of TGFP 1 to tumor 
progression is the finding that this growth factor can influence the accumulation of HIF-
la in normoxic conditions. Increased HIF-la expression levels and DNA-binding activity 
were observed in HTl 080 and in vascular smooth muscle cells stimulated with TGFP 1 
(18,44). The exact molecular mechanism involved in the HIF-la increase remained 
unexplored. Herein, we demonstrate that TGFPl induces HIF-la accumulation and 
activity, under normoxic conditions, in tumor cell lines through two mechanisms 
involving 1) an increase in HIF-la transcription and 2) a stabilization of the HIF-la 
subunit. More importantly, this growth factor was found to attenuate HIF-la ODDD 
prolyl hydroxylation, an event associated with a marked and specific decrease of PHD2 
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prolyl hydroxylase gene and protein expression levels. Therefore, our findings propose a 
novel mechanism by which an inflammatory and tumor growth factor controls the 
stability of HIF-1 a through the specific regulation of prolyl hydroxylases. 
EXPERIMENTAL PROCEDURES: 
Materials - Recombinant human TGFPl was a generous gift from Dr. Anthony F. 
Purchio. Actinomycin D was purchased from Merck Frosst (K.irkland, Qc, Canada). 
PD98059 was obtained from Calbiochem (La Jolla, CA, USA). Wortmannin and 
L Y294002 were purchased from BioMol (Plymouth Meeting, PA, USA). SB431542, 
U0126, CoCh and cycloheximide were purchased from Sigma (Oakville, On, Canada). 
Rabbit antiserum specific to human HIF-la was a generous gift from Dr. Darren Richard 
(Centre de Recherche de l'Hôtel-Dieu, Qc, Canada). Anti-PHDl, anti-PHD2 and anti-
PHD3 antibodies were obtained from Novus Biotechnologies (Littleton, CO, USA). Anti-
actin antibody was purchased from Sigma. Decanoyl-RVKR-chloromethylketone (DEC-
RVKR) was purchased from Bachem (Torrance, CA, USA). 
Cel/ culture and transfection - The hepatoma cell lines HepG2 and HT1080 were obtained 
from the American Type Culture Collection (ATCC, Rockville, Maryland, USA). The 
wild type and the HIF-la knock-out mouse embryonic fibroblasts (MEF) were a generous 
gift from Dr. Darren Richard. All cell lines were cultured in complete media consisting in 
Minimal Essential Medium (MEM) (Gibco BRL, Burlington, On, Canada) supplemented 
with 10% fetal bovine serum (FBS) (Sigma) in a humidified 95% air/5% C02 incubator at 
37 °C. HT1080 were stably transfected with pcDNA3-al-PDX vector encoding the furin 
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inhibitor al anti-trypsin PDX, pcDNA3-HIF-laDN vector encoding a dominant-negative 
form of HIF-la or with the control empty vector pcDNA3. Three clones expressing 
different amounts of al-PDX (PDX-A, PDX-B and PDX-C), one clone expressing a 
dominant negative form of HIF-la {HIF-laDN) and one control clone {CTL) were 
obtained. These cells were maintained in complete media containing 600 µg/ml G-418 as 
a selecting agent. Cells were serum-starved 2 to 3 h prior stimulation with TGFP 1. 
Western blot analysis - HIF-la, PHDl, PHD2 and PHD3 were detected by Western blot 
analysis. Cells were serum starved and stimulated as indicated. Nuclear cell extracts were 
prepared as previously described (38). Total cell lysates and immunoblotting were 
performed as previously described ( 45). The membranes were probed overnight with 
primary antibodies. The secondary antibody was a peroxidase-conjugated anti-rabbit 
(Amersham, Baie d'Urfé, QC, Canada). Blots were developed using ECL Western 
blotting detection reagent (Amersham). 
Northern blot analysis - Cells were serum-starved and stimulated as indicated. Total 
cellular RNA was extracted from cells according to the previously described TRI-Reagent 
protocol (46). Northem blot analysis was performed as previously described using human 
HIF-la, HIF-laDN and al anti-trypsin [32P]-labelled riboprobe (37). 18S was used as an 
internat control. 
Luciferase assays - HepG2 cells were transiently transfected by CaP04 precipitation 
technique using a Mammalian Cell Transfection Kit (Specialty Media, Lavallette, NJ, 
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USA) as previously described (47). Briefly, cells were transfected with 2 µg/well of the 
' previously described PRE-tk-LUC reporter vector or a plasmid encoding CMV-Luc-HIF-
la ODDD, generously provided by Dr. Richard K. Bruick (University of Texas 
Southwestem Medical Center, Texas, USA) and with pRL-SV Renilla reniformis 
luciferase expression vector as a control for transfection efficiency (Promega, Madison, 
WI) (48,49). Twenty hours following transfection, cells were serum-starved 2-3 h prior 
stimulation. Cell lysates were assayed for luciferasse activity using the Dual-Glo 
luciferase system (Promega). Data are presented as the fold induction ± SEM of 
normalized relative luciferase units consisting of the ratio of luciferase activity produced 
by the studied luciferase vectors over Reni/la reniformis luciferase activity. 
Real time PCR - HepG2 cells were seeded and the following day they were serum-starved 
and stimulated with 0 or 5 ng/ml TGFP 1 for the indicated time-periods. Total RNA was 
isolated using TRI-Reagent protocol as described above. Reverse transcription was 
achieved using decamer random primers (Ambion). The following primer pairs were 
selected for PHD2: (forward) 5'- GCACGACACCGGGAAGTT-3', (reverse) 5'-
CCAGCTTCCCGTTACAGT-3' and for 18S: (forward) 5'-
AGGAATTGACGGAAGGGCAC-3 ', (reverse) 5' -GTGCAGCCCCGGACATCT AAG-
3'. The quantitative Real-Time PCR was performed by Rotor-Gene 3000 (Corbett 
Research, Kirkland, Qc, Canada). The reaction mixtures containing SYBR Green were 
generated following the manufacturer's protocol. The cycling program was: initial 
denaturation at 95°C for 5 min, 40 cycles of amplification with an annealing temperature 
of 60°C for 45 sec and a final extension at 72°C for 30 sec. 
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' Measurement of VEGF - Cells were seeded at 60 000 cells/well in 24 well plates and 
serum starved 3-4h prior ovemight stimulation with 0 or 5 ng/ml of TGFP 1. VEGF 
concentrations in conditioned media were measured using commercial Quantikine mouse 
VEGF immunoassay (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) or human VEGF 
colorimetric ELISA kit (Pierce, Rockford, IL, USA). 
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RESULTS: 
TGFftl induces HIF-1 a accumulation and activity in normoxic conditions. There is 
considerable evidence indicating that during tumor growth, large amounts of TGFP 1 are 
found within the tumor microenvironment and contribute to tumor progression (26). 
TGFP is described as a pro-angiogenic molecule, owing in part to its capacity to induce 
the expression ofVEGF, a key target of the transcription factor HIF-1 (34-36). Following 
these observations, we first tested the ability ofTGFPl to regulate HIF-la expression, the 
HIF-1 regulatory subunit. Results expressed in Figure lA indicate that HIF-la nuclear 
accumulation is increased up to 12 fold following a 6 h stimulation with 0.5 and 5 ng/ml 
TGFP 1 when compared to untreated cells, while stimulation with 10 ng/ml resulted in a 
lesser effect. In further experiments we therefore used 5 ng/ml TGFP 1, a concentration 
that corresponds to physiological levels found within tumor and inflammatory 
microenvironments (50,51). Kinetics of HIF-la protein accumulation in response to 
TGFPl is shown in Figure lB. Results indicate that an increase in HIF-la nuclear 
expression was detected at 4 h, with maximum levels obtained at 8 and 16 h following 
stimulation. 
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To determine if TGFl31-induced HIF-la is transcriptionally active, we measured the 
capacity of HIF-1 to activate the transcription of a luciferase reporter gene driven by 3 
repeats of a specific hypoxia-responsive element (HRE) retrieved from the erythropoietin 
gene (PRE-tk-LUC)(49,52). As presented in Figure lC, TGFIH treatment resulted in a 2.4 
fold-increase in HIF-1-inducible luciferase reporter activity, which indicates that TGF131 
induced-HIF-1 can efficiently transactivate HRE cis-acting elements. 
TG F pl in duces HIF-1 a gene transcription and protein stability. Previous studies have 
indicated that the increased transcription of the HIF-la gene plays a role in HIF-la 
protein induction by nonhypoxic stimuli such as LPS, HGF and angiotensin Il (22,24,53). 
To evaluate whether a similar mechanism is involved in the induction of HIF-la by 
TGFpl, HepG2 cells were stimulated with TGFPl and their HIF-la mRNA was analyzed 
byNorthem blotting. As depicted in Figure 2A, HIF-la mRNA was increased following a 
6 h treatment with 0.5 and 5 ng/ml TGFl31, although a lower effect was observed using 10 
ng/ml. This concentration-dependent response correlates with the accumulation ofHIF-la 
protein presented in Figure lA. Next, to determine whether the increase in HIF-la mRNA 
was directly or indirectly transcriptionally regulated, cells were pretreated with a potent 
inhibitor of mRNA synthesis, actinomycin D, 30 min prior to stimulation with 5 ng/ml 
TGFP 1 for 6 h. As presented in Figure 2B, pretreatment with actinomycin D inhibited in a 
concentration-dependent manner TGFJ31-induced HIF-la mRNA. Consequently, our data 
suggest that transcriptional mechanism(s) are involved in the regulation of HIF-la by 
TGFf31. 
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To detennine if the observed accumulation of the RIF-la protein correlates intime with 
the induction of HIF-la mRNA, RepG2 cells were stimulated with 5 ng/ml TGFPl for 
time-periods ranging between 4 to 16 h. Results presented in Figure 2C indicate a marked 
induction of RIF-la mRNA at 8 h followed by a decrease at 16 h. Therefore, the 
transcriptional regulation of RIF-la gene by TGFPl seems to be delayed compared to the 
protein expression (Fig. 2C compared to Fig. lB). Consequently, in addition to 
transcriptional regulation of the RIF-1 a gene, other mechanisms would contribute to the 
accumulation ofRIF-1 protein in response to TGFpl. 
The regulation ofprotein stability is a key event in controlling RIF-la accumulation since 
the protein is subjected to rapid degradation under nonnoxic conditions (54,55). 
Therefore, we next examined whether TGFPl affects RIF-la half-life. For this, cells were 
incubated for 6 h with 5 ng/ml TGFPl or 200 µM CoCh, a well described RIF-la 
stabilizing agent, prior to the addition of cycloheximide (CHX) to block ongoing protein 
synthesis (48). In the presence of CRX, the half-life of RIF-la was more than 45 min in 
CoClz-treated cells and was extended to -30 min in TGFP 1-treated cells (Fig. 2D). 
Considering that in normoxic conditions RIF-la protein half-life is less than 5 min, these 
results indicate that RIF-1 a stabilization also contributes to the accumulation of RIF-1 a 
protein by TGFJH (56). 
W e further investigated the impact of TGFP 1 on the stability of RIF-1 a by transfecting 
RepG2 cells with a reporter plasmid expressing a protein that contains the RIF-la 
oxygen-dependent degradation domain (ODDD) fused with lucife.rase (CMV-Luc-
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ODDD). It is well established that HIF-la degradation in nonnoxic conditions depends 
on post-translational modifications that consist in the hydroxylation of the prolines 402 
and 564 located within the ODDD (11,12,57). Therefore, and as previously demonstrated, 
the levels of the fusion protein, monitored by measuring luciferase activity, are negatively 
regulated by the hydroxylation of Pro-402/564 which pennits binding with the von Hippel 
Lindau and proteasomal degradation (48). Following the transfection with CMV-Luc-
ODDD, HepG2 cells were stimulated for different time-periods with 0, 2 or 5 ng/ml 
TGFP 1 or with 200 µM of CoCh, used as a control. Results presented in Figure 2E 
indicate that TGFP 1 increased luciferase-ODDD stabilization with maximal levels 
attained at 8 h of stimulation. Thus, these results indicate that TGFP 1 treatment increases 
HIF-1 a protein stabilization through impaired prolyl hydroxylation. 
TGFPI inhibits PHD2 expression levels.It has been established that prolyl hydroxylation 
by iron-dependant prolyl hydroxylases is a prerequisite for HIF-la degradation. Three 
mammalian prolyl hydroxylases (PHDl, PHD2 and PHD3) have been shown, in vitro, to 
hydroxylate key proline residues within the HIF-la molecule (13). To evaluate the impact 
of TGFP 1 on the expression of mammalian prolyl hydroxylases, HepG2 and HT1080 
cells were incubated with TGFP 1 and the expression of PHD 1, PHD2 and PHD3 was 
analyzed by immunoblotting. As presented in Figure 3A, TGFP 1 dramatically decreased 
PHD2 protein levels in both cell lines with sustained effect from 4 to 16 h. The TGF~ 
effect is selective since no significant inhibition in PHDl or PHD3 protein expression 
could be observed. Real-time PCR analysis of PHD2 mRNA levels in HepG2 cells 
indicated that TGFP 1 treatments inhibited PHD2 mRNA expression to approximately 40 
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% of control cells at 4 and 8 h of stimulation with a milder effect observed at 16 h (Fig. 
3B). These results clearly indicate that TGFP 1 selectively decreases both PHD2 mRNA 
and protein expression. Since PHD2 has been identified as the critical oxygen sensor 
setting the low steady-state levels of RIF-la in normoxia, our results suggest that the 
inhibition in PHD2 expression is one of the mechanism underlying TGFPl-induced HIF-
1 a stabilization in normoxia. 
TGFpl effects on HIF-laand PHD2 are mediated by several signaling pathways. 
TGFP 1 mediates its cellular effects through several signaling pathways. Smad proteins are 
activated in all TGFP-responsive cells, and generally play central roles in the 
manifestation of the biological activities of TGFP (58). In addition to Smad activation, 
TGFP can trigger other signaling pathways such as the MAPkinase Erk as well as the 
phosphatidylinositol-3-kinase (PBK) pathways which were previously demonstrated to 
play an important part in the induction of RIF-la protein expression in normoxia (45,59-
61). To delineate which of the TGFPl-induced signaling pathways were implicated in the 
regulation of HIF-1 a protein accumulation, we pretreated HepG2 and HT 1080 cells with 
compounds known to inhibit Erk (PD98059 and U0126), PBK (Wortmannin and 
LY294002) and Smad (SB431542) pathways 15 min prior stimulation with TGFPl. We 
have previously reported that TGFP 1 efficiently induced p42/44 MAPK and Smad2/3 
activation in HepG2 cells using identical cell culture conditions (45). PBK activation was 
also shown to be achieved in similar conditions in several tumor and hepatic cells lines 
(62,63). As depicted in Figure 4A, TGFPl-induced HIF-la accumulation was strongly 
inhibited by PD98059, U0126, LY294002 and SB431542. These results indicate that 
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TGFP 1 mediates its action through activation of Erk, PI3K and Smads pathways. A 
' similar pattern of response was observed when we exarnined HIF-1 a mRNA expression 
in HepG2 cells (Fig. 4B), indicating a correlation between signaling pathways involved in 
HIF-la gene transcription and protein accumulation. 
In addition to the regulation ofHIF-la by TGFpl, our results indicate that PHD2 protein 
and mRNA expression are specifically targeted by this growth factor. In an attempt to get 
insight into the signaling pathways that mediate the inhibition of PHD2 expression by 
TGFpl, HepG2 cells were pretreated with the kinase inhibitors PD98059, U0126, 
Wortmannin, L Y294002 or SB431542 15 min prior stimulation with TGFP 1. Results 
illustrated in Figure 4C indicate that inhibition of Erk and PI3K pathways impaired 
TGFPl-induced decrease of PHD2 protein expression in HepG2 cell. In contrast, 
inhibition of the Smad pathway by SB-431542 used at concentrations (10 µM) that block 
more than 95% of the Smad signaling pathway (ref (64,65) and, data not shown) did not 
affect the reduction in PHD2 levels induced by TGFp 1. 
Endogenous TGFpl regulates HIF-la expression. TGFPl is produced as an inactive 
precursor (pro-TGFP 1) that requires limited proteolytic cleavage to produce the mature 
and bioactive growth factor ( 66). Previous data obtained in our laboratory indicate that 
furin, the best characterized member of the mammalian proprotein convertases (PC) 
family, is the most important enzyme responsible for pro-TGF(31 proteolytic processing 
(67). In order to determine the impact of the production of endogenous TGFPl on HIF-la 
expression, we used a cell mode! previously established in our laboratory consisting of 
HT1080 cells stably transfected with al-PDX, a serpin modified to acquire potent furin 
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inhibition capacity (clones PDX-A, PDX-B and PDX-C), or with an empty pCDNA3 
' vector (control clone)(68). Expression of al-PDX resulted in the inhibition of the release 
of bioactive TGF~l in cellular supematants (67,69). As illustrated in Figure SA, basal 
nuclear accumulation of HIF-la observed in HT1080 control (CTL) clone was inhibited 
in cells expressing al-PDX (PDX-A). We also used dec-RVKR-cmk, a synthetic furin 
inhibitory peptide that mimics the proprotein recognition site (70). Similarly, treatment of 
CTL clone with dec-RVKR-cmk resulted in dose-dependent decrease in nuclear HIF-la 
protein levels. Since furin has the capability to process/activate other growth factors such 
as PDGF which has been shown to also induce HIF-la normoxic accumulation in a 
particular cell system (vascular smooth muscle cells), we performed a growth factor 
reconstitution experiment to verify whether the impact of furin inhibition on HIF-la basal 
expression in HT1080 cells was mediated by TGF~l (17,18,42). Stimulation of the PDX-
A clone with TGFP 1 reconstituted HIF-1 a expression to basal levels, indicating that 
impaired bioactivation of TGFP 1 was responsible for the decrease in HIF-1 a expression 
observed following expression of the furin inhibitor al-PDX. Moreover, stimulation of 
HepG2 cells with PDGF-AA and PDGF-BB failed to induce HIF-la expression (data not 
shown). Northem blot analysis revealed that al-PDX expression or dec-RVKR-cmk 
treatment decreased HIF-la mRNA levels (Fig. SB). This is consistent with results 
indicating that TGFP 1 regulates HIF-1 a at the mRNA level (see Fig.2). Thus, endogenous 
production ofbioactive TGFP 1 efficiently regulates HIF-la expression in HTl 080 cells. 
200 
TGFPl-induced expression of VEGF is partly mediated by HIF-1. Several studies have 
demonstrated that TGFpl enhances VEGF production, a key target of HIF-la, in a wide 
variety of tumors in vivo and cells lines in vitro (44,71-74). We therefore examined 
whether the impaired production ofbioactive TGFpl in al-PDX overexpressing HT1080 
cells could impact VEGF production. As presented in Figure 5C, decreased levels of 
VEGF in cells supematants were measured in cells expressing al-PDX. The reduction of 
basal VEGF production was proportional to the expression of the furin inhibitor by the 
different PDX clones. Stimulation of the highest al-PDX expressing clone (PDX-A) with 
TGFp 1 reconstituted VEGF production to levels similar to those produced by parental and 
CTL (empty vector) HT1080 cultures (Fig. 5D). Therefore, endogenous expression of 
TGFp 1 regulates both HIF-1 and VEGF expression in HT 1080 cells. 
The possible involvement of HIF-1 in VEGF expression induced by TGFP 1 was studied 
using two different HIF-1-inhibited cell systems. The first one consisted ofHT1080 cells 
stably transfected with a dominant-negative form of RIF-la (HIF-laDN). Northem blot 
analysis confirmed the expression of HIF-1 aDN (Fig. 6A insert). As presented in Figure 
6A, a marked inhibition of VEGF was detected in HT1080 cells expressing HIF-laDN. 
Stimulation of the HIF-laDN cells with TGFpl partly reconstituted VEGF expression up 
to control levels, indicating that HIF-1 signaling is one of the mechanisms by which 
TGFJ31 induces VEGF. In the second system, we studied TGFl31-induced VEGF 
expression in WT or HIF-la-deficient mouse embryonic fibroblasts (MEF). When 
stimulated with TGFJ31, a 16.6 fold-increase in VEGF production was observed in WT 
MEF cells compared to a 7.1 fold-increase in HIF-la -/- cells (fig. 6B). Immunoblot 
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analysis demonstrated an efficient increase of HIF-la in HIF-la-proficient MEF cells 
treated with TGFP 1 (Fig. 6C). Moreover, treatment of WT MEF cells with YC-1, a 
chemical inhibitor known to inhibit HIF-la expression, resulted in impaired VEGF 
production in response to TGFPl (data not shown) (75). Therefore, these results clearly 
indicate that the HIF-1 complex induced by TGFPl contributes to the mechanism by 
which TGFP 1 stimulates VEGF production. 
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DISCUSSION: 
Hypoxia is known to strongly increase HIF-la protein expression levels by blocking its 
ubiquitin/proteasome-dependent degradation through the inhibition of prolyl hydroxylase 
activity, without concomitant elevation of HIF-la transcription or translation. Several 
stimuli were shown to induce HIF-la accumulation in normoxic conditions by 
mechanisms that generally diverge from those used in hypoxia. Only few stimuli such as 
the NO donor s-nitrosoglutathione (GSNO) and muscarinic receptor activation are known 
to impact HIF-1 a protein stability by inhibiting prolyl hydroxylases activity through a yet 
unknown mechanism (76,77). ln contrast, growth factors, hormones and cytokines were 
shown to preferably upmodulate HIF-la protein expression levels by increasing gene 
transcription and/or mRNA translation without affecting protein stability. The tumor 
necrosis factor-a and insulin induce HIF-1 a protein accumulation by increasing HIF-1 a 
translation through nuclear factor-kappa B or PI3K-dependent pathways, respectively 
(23,78). On the other hand, the hepatocyte growth factor enhances HIF-la protein levels 
by increasing both HIF-la transcription and translation (24). Recently, the growth factor 
TGFPl emerged as an agonist that induces HIF-la accumulation under normoxic 
conditions in different cell lines such as HT1080 and vascular smooth muscle cells, but 
the mechanism underlying this regulation remained unexplored. ln this study, we 
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investigated the molecular mechanisms used by the pro-inflammatory and tumor growth 
fàctor, TGFj31 to increase HIF-1 a protein expression in normoxia. Here, we demonstrate 
that TGFj31 utilizes at least two distinct mechanisms to enhance HIF-1 a protein 
accumulation in HT1080 and HepG2 cells. The first implicate enhanced HIF-la gene 
transcription, while the second involves increased HIF-1 a protein stabilization through a 
novel mechanism involving decreased PHD2 expression. 
We report here that TGFj31 increases HIF-la mRNA levels in HepG2 and HT1080 cells 
through transcriptional regulation. Enhancement in HIF-1 a gene transcription was also 
observed in vascular smooth muscle cells stimulated with angiotensin II or thrombin, in 
macrophages treated with LPS, and in HepG2 and MCF-7 cell lines stimulated with 
hepatocyte growth factor (HGF)(18,22,24,53). To our knowledge, this is the case for only 
a restricted number of stimuli since the common RIF-la inducers hypoxia, NO and TNF-
a do not appear to modulate HIF-la mRNA levels (21,77,79,80). A second mechanism 
involved in TGFj31-induced HIF-la accumulation is through enhanced HIF-la protein 
stability. TGFj31 specifically targets PHD2 mRNA and protein expression. Decreased 
PHD2 expression in response to TGFj31 is associated with inhibition of HIF-la ODDD 
prolyl hydroxylation, which resulted in increased protein stability. Within the mammalian 
prolyl hydroxylase family, PHD2 is now regarded as the main cellular oxygen sensor that 
regulates HIF-la degradation in normoxia. An elegant set of experiments using PHD2 
siRNA demonstrated that slight reduction of the PHD2 protein is sufficient to impact on 
HIF-la stability in normoxia in a battery of human cell lines, while PHDl and PHD3 
silencing failed to increase HIF-la expression levels (14). Consistent with this, the strong 
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and persistent reduction in PRD2 levels observed in the presence of TGFP 1, together with 
' 
the decrease in RIF-la ODDD prolyl hydroxylation strongly suggest that inhibition of 
PRD2 expression levels is the underlying mechanism involved in TGFPl-induced RIF-la 
protein stability. Up to now, very little information is available on the cellular aspects 
controlling PHDs expression. A few non-hypoxie stimuli (NO donors and ROS inducing 
agents) were previously shown to modulate RIF-la stability through the inhibition of 
PDR activity but without any alteration in PRD expression (77,81). To our knowledge, 
hypoxia is the only other stimulus known to affect PRD2 expression levels, but in contrast 
to TGFpl, an increase in the transcription of PRD2 gene was observed through RIF-1 
transcriptional activity (82). Thus, our work presents the first evidence that links 
extracellular cell stimulation to changes in RIF-la hydroxylation and degradation, 
mediated by decreased levels of PDRs. Since TGFP 1 was previously demonstrated to 
induce the production of reactive oxygen species (ROS) in multiple cells, a regulatory 
effect ofTGFPl on prolyl hydroxylases activity cannot be excluded (83,84). Rowever, we 
do not believe that this would represent a major pathway for TGFP 1 action since stimuli 
that down regulate prolyl hydroxylases activity increase RIF-la expression more rapidly 
(less than 30 min) as compared to TGFPl c~ 2-4 h) (77). 
The dual effect on mRNA synthesis and protein stability seems to account in a 
sequential/additive manner for the accumulation ofHIF-la protein in response to TGF(31. 
While the increase in RIF-la protein levels was observed at 4 h stimulation in RepG2 
cells, changes in HIF-la mRNA levels were detected later on at 8 h following TGFPl 
addition. However, in the same cell type, inhibition ofboth PHD2 expression and HIF-la 
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ODDD hydroxylation/degradation were readily observed following 4 h of stimulation 
with TGFp 1. Thus, events leading to increased HIF-1 a. protein stability are likely to be 
involved in the early accumulation of HIF-la. and act, subsequently, in an additive 
manner with increased HIF-1 a. transcription to yield the maximal HIF-1 a. proteins levels 
reached at 8 and 16 h of TGFP 1 stimulation. The strong and persistent inhibition in PHD2 
expression, together with the lack of clear additive effect between TGFP 1 and other 
agents acting at the level of HIF-la. stabilization (data not shown) suggest that 
transcription of new HIF-la. mRNA plays a minor role in the overall HIF-la. 
accumulation by TGFP 1. 
Bo th mechanisms that contribute to HIF-1 a. accumulation in response to TGFP 1 take 
place through shared and divergent signaling pathways. Our results demonstrate that Erk, 
PBK and Smads pathways are likely involved in TGFPl-induced HIF-la. protein 
expression. As opposed to Erk and Pl3K, Smad signaling did not appear to be implicated 
in the down-modulation of PHD2 expression in response to TGFP 1, suggesting that this 
TGFP-specific signaling pathway would rather more impact HIF-la. gene transcription. 
The Erk and PBK pathways can work in different ways to inhibit gene expression. In fact, 
it was recently shown that P42/44 MAPK can control the recruitment of histone 
deacetylases (HDAC) to promoter activation sites resulting in inhibited gene expression 
(85). The Erk pathway was also proposed to activate repressors that directly bind to DNA, 
such as the human Kruppel-related factor YYl and the human bZIP protein E4BP4, for 
which several putative binding sites were observed within the PHD2 promoter sequence 
(86). Moreover, induction of PBK enhances the metabolic stability of endogenous p300 
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protein, a coactivator required by many transcription factors to either activate or repress 
' gene expression (87). In addition to Smads, the use of kinase inhibitors indicated that Erk 
and PI3K pathways also play an important part in TGFPl-induced HIF-la transcription, 
possibly by stimulating the HIF-la gene promoter. Interestingly, analysis of HIF-la 
promoter sequence revealed the presence of putative sites that can be transactivated by 
factors triggered by theses signaling pathways such as SPl, CREB and Smads. Cross-talk 
between Erk, PI3K and Smad signaling pathways, leading to amplified intracellular 
signais, has been reported and may possibly account for the strong impairment of TGFp 1-
induced HIF-la mRNA levels observed when inhibiting either of these pathways (see 
Figure 4B) (45,88,89). 
Severa! studies have reported normoxic HIF-1 a expression in several tumors in vivo and 
cell lines in vitro (90-92). Interestingly, numerous tumor cells express high level of both 
TGFP 1 and its convertase furin, an enzyme recently identified in our laboratory as a HIF-
la-regulated target (38,93-96). In this context, we set out to investigate whether the 
endogenous production of bioactive TGFP 1 by tumors cells could be involved m 
regulating HIF-1 a normoxic expression. As expected, impairment in the release of 
bioactive TGFpl through inhibition of furin resulted in a marked decrease in HIF-la 
expression levels. This effect was recovered following the addition of TGFP 1, consistent 
with the idea that endogenous levels of TGFJ31 efficiently regulates basal HIF-la 
expression. Such process may permit upmodulation of furin expression and create an 
activation/regulation cycle favoring the production of bioactive TGFp 1 and the 
accumulation ofHIF-la. 
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TGFf31 was previously shown to induce VEGF production in several cell lines through 
transcriptional activation with no significant changes in mRNA turnover. The possible 
involvement of AP-1 and HIF-1 in this regulation has been proposed, however, the exact 
contribution of HIF-1 in TGFf31-induced VEGF production remained unexplored (44). 
Using two different HIF-1-inhibited cell systems, we demonstrated that TGFf31-induced 
HIF-1 also plays a significant role (40% to 50%) in VEGF production in response to 
TGFf3 l. This result provides an additional mechanistic link between TGFf31 and VEGF 
expression and suggests that the same transcription factor HIF-1 lies at the heart of VEGF 
production triggered by both the hypoxie and the inflammatory zones of the tumor and/or 
inflamed tissue. 
Finally, our data suggest that HIF-1 may act as a protumorigenic and proinflammatory 
factor under normoxia in part through TGFf3-mediated inhibition of PHD2 levels, a 
mechanism distinct from the ones known to be used by other growth factors and 
proinflammatory molecules. Because a combination of cytokines and growth factors such 
as TNFa. and IL-1 are frequently detected in the tumor and/or inflammatory milieu, one 
can hypothesize that multiple HIF-1 regulation checkpoints should coexist in order to 
raise HIF-1 to levels needed to meet the increase in biologie and metabolic demand of the 
tissue. This will result in an increased expression of specific genes such as VEGF (Figure 
7). The fact that among these cytokines and growth factors, TGFf3 is abundantly and 
widely expressed by both inflammatory cells and tumor cells, combined with recent 
advances indicating that this growth factor is key in the promotion of both tumor growth 
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and inflammation, suggest that agents that counteract or overcome prolyl hydroxylase 
inhibition may provide a therapeutic advantage to the host (97). 
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Figure 1: Induction of IDF-la protein in response to TGFf31. HepG2 and/or HT1080 cells 
were serum starved and stimulated or not A) with TGFf31 at concentrations ranging between 0 to 
10 ng/ml for 6 h or B) with 5 ng/ml TGFf31 for time-periods ranging from 1 to 16 h. Nuclear 
extracts (lOOµg/lane) were resolved on 7.5% SDS-PAGE gels and immunoblotted using a rabbit 
antiserum specific to human HIF-la or an anti-actin antibody as an interna! control. C) HepG2 
cells were transiently transfected with 2 ug/well of PRE-tk-LUC promoter construct. Cells were 
incubated ovemight in serum-free media in the presence or absence of 5 ng/ml TGFf31 before 
luciferase activity measurement. Data are expressed as the mean ±SEM, n=3, *p< 0.05, compared 
to non-stimulated cells. 
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Figure 2: TGFj31 increases HIF-la mRNA expression. HepG2 cells were serum starved and 
stimulated with A) 0 to 10 ng/ml TGFl31 for 6 h, B) 0 to 20 µg/ml Actinomycin D added 30 
minutes prior stimulation with 0 or 5 ng/ml TGFj31 for 6 h or C) 5 ng/ml TGFj31 for time-periods 
ranging from 4 to 16 h. Total RNA (5 µg/lane) was probed using a specific HIF-la human [32P]-
labelled riboprobe. 18S was used as an interna! control. D) HepG2 cells were serum starved and 
cultured in the presence or absence of 200 uM of CoCh or 5 ng/ml TGFl31 for 6 h. Following 
stimulations, 5 uM of cycloheximide was added to cell cultures for time-periods ranging from 15 
to 45 min. Nuclear extracts were analyzed by Western blotting using a rabbit antiserum specific to 
human HIF-la or an anti-actin antibody as an interna! control. The densitometry ratio of HIF-la 
nuclear accumulation/actin is represented were 100% equal to HIF-la levels in non-stimulated 
cells. E) HepG2 cells were transiently transfected with 2 ug/well of CMV-Luc-HIF-la ODDD 
construct. Cells were serum starved and incubated for time-periods ranging from 4h to 16 h with 0 
to 5 ng/ml TGFj31 or 200 rnM CoCh before luciferase activity measurement. Data are expressed 
as the mean ± SEM, n=2 to 5. 
A) D) 
TGF~1 : 0 0.5 5 10 
(ng/ml) 1 ,._ HIF-1 a 
mRNA 








TGF~1 (5 ng/ml) l:S ..... 
Act.D: 0 0 1 20 u. 40 
(µg/ml)I 1 HIF-1a 
5: 20 
~ - - - .+- mRNA 0 
1.- 185 
E) 
C) TGF~1 (5 ng/ml) 
CTL 4h 8h 16h 
.. l____ ... __ ·_ ...... I ._ ~l~Nla 
~' -~---~' +- 185 
Cycloheximide (5 µM) 
15 30 45 (min) 












TGF~1 (ng/ml) : 0 2 5 0 







l:S 60 ..... u. o40 
5: 20 
~ 
Cycloheximide (5 µM) 
15 30 45 (min) 
CTL TGFB1 (5 ng/ml) 
1 1 +- ~~~t~l~ 
:=======: 1---- - 1+- actin 
0 2 5 0 0 2 5 0 




He~G2 cells HT1080 cells 
TGFP1 (5 ng/ml) TGFP1 (5 ng/ml) en 
...cIL.. 4h 8h 16h ..kIL.. 4h 8h 16h OO 18 ..... 
1 1 - 1- è'i 16 -~~ -~ PHD1 __. ...... .............,,.,,,,,,~ c :::c 14 
1 - ~ ...... 12 
actin __. 
0 ':' 10 
... Cl 
~ )( 8 
1 - PHD2 
__. 1----1 E ~ 6 :i c: 4 1- actin __. Cl) 2 ëi. 
0 0 u CTL 4h 8h 16h 
1 ""'' 1- PHD3 __. 1- ~p - __ , TGFj31 (5 ng/ml) 1 ...... -~..-..1- actin __. 1-----1 
Figure 3: TGFj31 decreases PHD2 expression. HepG2 and HT1080 cells were serum starved 
and stimulated or not with 5 ng/ml TGFl31 for time-periods ranging from 4 to 16 h. A) Total cell 
lysates (75 µg/lane) were resolved on 7.5% SDS-PAGE gels and immunoblotted using antibodies 
specific for PHDI, PHD2 or PHD3 and an anti-actin antibody as an internai control. B) Total 
RNA was extracted from HepG2 cells and reverse-transcribed using random decamer primers. 
Quantification of PHD2 mRNA levels was performed by Real-time PCR. Results are expressed as 
the fold induction± SEM (n=2) relative to 18S. 
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Figure 4: TGFJ31 effects are mediated by MAPK p42/44, PI3K and Smads. HepG2 and/or 
HT1080 cells were serum starved and treated or not with PD98059 (5 µM), SB202190 (5 µM), 
U0126 (5 µM), LY294002 (20 µM), SB431542 (10 µM) or Wortrnannin (1 µM) 15 min prior 
stimulation with 5 ng/ml TGFJ31 for 6 h. A) Nuclear cell extracts (lOOµg/lane) were resolved on 
7.5% SDS-PAGE gels and immunoblotted using a rabbit antiserum specific to human HIF-la or 
an anti-actin antibody as an internai control. B) Total RNA (5 µg/lane) was probe with a specific 
HIF-la human [32P]-labelled riboprobe. 18S was used as an internai control. C) Total cell lysates 
(75 µg/lane) were resolved on 7.5% SDS-PAGE gels and immunoblotted using an antibody 
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Figure 5: Inhibition of TGFf31 maturation decreases basal IDF-la protein and mRNA 
expression. HT1080 cells were stably transfected with the furin inhibitor al-PDX (clones PDX-
A, PDX-B and PDX-C) or the empty vector (control clone CTL). A) Cells were treated with 0 to 
100 uM of the convertase inhibitor Decanoyl-Arg-Val-Lys-Arg-chloromethylketone (DEC-
RVKR) or with 5 ng/ml of TGFf31 for 6h. Nuclear extracts (lOOµg/lane) were analyred by 
Western blotting using a rabbit antiserum specific to human HIF-la or an anti-actin antibody as 
an internai control. B) Cells were treated or not with 100 uM of DEC-RVKR for 6 h. Total mRNA 
(5µg/lane) was analyzed by Northern blotting using a human RIF-la [32P]-labelled riboprobe. 18S 
was used as an interna! control. C) For quantitative determination of VEGF, cells were seeded at 
6xl05 cells/well of 24 well plates, serum starved and cultured overnight in serum-free media. 
Measurement of VEGF within cell conditioned media was performed using an ELISA assay 
specific to human VEGF. The expression of al-PDX was analyzed by Northern blotting using a 
human al anti-trypsin [32P]-labelled riboprobe. D) HT1080 WT, control and PDX-A cells were 
treated with 0 or 5 ng/ml TGF(31for 16 h prior VEGF measurement. Results obtained from VEGF 
measurement are expressed as a representative experiment out of three different ones. 
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Figure 6: Cells deficient for IDF-lcx. produce decreased VEGF levels in response to TGFf31. 
A) HT1080 cells were stably transfected with the dominant negative form of HIF-la (HIF-laDN 
clone) or the empty vector (control clone CTL). The expression of HIF-laDN was analyzed by 
Northem blotting using a human HIF-laDN [32P]-labelled riboprobe. HT1080 control and HIF-
laDN-expressing cells conditioned media were obtained following ovemight stimulation with 0 
or 5 ng/ml TGFf31 and assayed for VEGF quantification. B) Wild type (WT) and HIF-la knock-
out mouse embryonic fibroblasts (MEF) were seeded at 6x105 cells/well of 24 well plates. Cells 
were cultured ovemight in serum-free media in the presence or the absence of 5 ng/rnl TGFf31. 
Quantitative determination of VEGF in cell supematants was assessed by using an ELISA assay 
specific to murin VEGF. C) WT and HIF-la knock-out MEF cells were serum starved and 
stimulated with 0 or 5 ng/ml TGFf31 for 6 h. Nuclear extracts (75 µg/lane) were resolved on 7.5% 
SDS-PAGE gels and immunoblotted using a rabbit antiserum specific to human HIF-la or an 
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Figure7: Schematic diagram of the mechanisms by which TGFJ31 regulates IDF-lcx. Tumor 
and inflammatory milieu express large amounts of TGFJ3 l. TGFJ31 will use selected signal 
transduction pathways to increase HIF -1 a accumulation by increasing HIF -1 a gene transcription 
and by enhancing the protein half-life through inhibition of PHD2 expression levels. The HIF-1 
complex will then impact on inflammation and/or tumor progression by enhancing genes 
implicated in angiogenesis, cell invasion and chemotaxis as well as cell growth and survival. 
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DISCUSSION : 
Le cancer est une pathologie très complexe qui est influencée par l'action d'un ensemble 
de protéines qui modulent le déroulement de chacune des étapes de la progression 
tumorale. Depuis la découverte de la convertase furine et l'identification de ses 
préférences de clivage, divers groupes de recherche ont suggéré la participation de cette 
convertase dans le processus de tumorigenèse. En fait, l'analyse de la séquence de 
différentes enzymes et protéines impliquées dans la croissance des cellules tumorales, 
l'invasion, l'angiogenèse et la formation de métastases suggérait que plusieurs d'entre 
elles sont des substrats potentiels de la furine (Khatib et al., 2002). C'est grâce à 
l'établissement (CHO RPE.40) et à la découverte (LoVo) de lignées cellulaires déficientes 
en furine ainsi qu'au développement d'inhibiteurs (al-PDX) que la participation de cette 
convertase dans la maturation de précurseurs pro-tumorigéniques a pu être confirmée 
(Inocencio et al., 1993; Jean et al., 1998; Takahashi et al., 1993). 
L'acquisition d'un phénotype invasif/métastatique est un élément essentiel à la 
progression tumorale et l'activation des MMPs joue un rôle majeur dans l'acquisition des 
ces capacités. L'un des substrats de la furine relié à l'invasion tumorale le mieux étudié 
est la MTl-MMP (Bassi et al., 2000; Khatib et al., 2002). L'inhibition de la furine par 
l'al-PDX, un inhibiteur protéique de cette convertase, a engendré une diminution 
marquée des niveaux de maturation de la MTl-MMP et de la capacité d'invasion de 
lignées cellulaires issues de carcinomes de la tête et du cou (Bassi et al., 200la). De façon 
complémentaire, les niveaux d'expression endogènes del' ARNm et de la protéine furine 
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ont été associés à l'agressivité de ces lignées cellulaires et à l'augmentation des niveaux 
' 
de maturation de la MTl-MMP (Bassi et al., 2003). Ainsi, cette protéase est considérée 
en tant que lien qui unit la furine à ses effets sur la dégradation de la matrice 
extracellulaire et l'invasion tumorale. La participation de la furine dans la maturation de la 
MTl-MMP chez différents types cellulaires, dont les cellules issues d'un fibrosarcome 
humain HT1080, a été confirmée grâce à des essais de mutagenèse dirigée et d'inhibition 
(Maquoi et al., 1998; Yana and Weiss, 2000). Toutefois, il a également été rapporté que 
l'activation de la MTl-MMP peut être indépendante de l'activité de la furine, du moins, 
chez certains types cellulaires tels que les cellules dermales de lapin et les cellules de 
tumeur du sein MCF7 (Rozanov et al., 2001; Sato et al., 1999). Dans cette étude, 
l'utilisation d'un inhibiteur de type hydroxamate a permis de bloquer l'activation de la 
MTl-MMP chez les cellules MCF7 mais pas chez les cellules HT1080, indiquant 
l'implication de protéases de type matrixine (MMP) dans le mécanisme d'activation de la 
MTl-MMP indépendant de la furine (Rozanov et al., 2001). Nos résultats, obtenus par 
buvardage de type Western, ne révèlent aucun changement significatif de l'état de 
maturation de la MTl-MMP entre les cellules LoVo de type sauvage ou contrôles 
(déficientes en furine) et les cellules Lo Vo complémentées avec la furine (figure 3 du 
chapitre 1). Cette observation suggère donc que la maturation de la MTl-MMP chez les 
cellules LoVo ne requiert pas l'activité protéolytique de la furine. À ce niveau, il aurait 
été intéressant d'utiliser des hydroxamates afin de démontrer si un mécanisme similaire 
d'activation de la MTl-MMP est impliqué chez les cellules LoVo et MCF7. À ce propos, 
une publication récente suggère que chez les cellules LoVo, l'activation de la MTl-MMP 
a lieu via un mécanisme autocatalytique, un phénomène répandu au sein des MMP. Mais 
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étant donné l'absence d'outils adéquats, tels qu'un inhibiteur spécifique pour cette MMP, 
cette proposition n'a pu être confirmée (Deryugina et al., 2004). 
Puisque dans nos travaux, la complémentation de cellules Lo Vo avec la furine de type 
sauvage engendre une augmentation de la capacité invasive sans modification des niveaux 
de maturation de la MTl-MMP, l'implication d'autres substrats de la furine a été 
envisagée. Nous avons démontré au chapitre I que la hausse des niveaux de TGFP 1 
bioactif en réponse à l'expression de furine active était responsable de l'augmentation de 
la capacité invasive des cellules LoVo, et ce via l'augmentation de l'expression de la 
MMP-2. Cette induction des niveaux de la MMP-2 en réponse au TGFPl exogène a aussi 
été observée au laboratoire chez les cellules HTl 080 (résultat non illustré), une lignée 
cellulaire chez laquelle la maturation de la MTl-MMP est dépendante de la furine. Ces 
observations suggèrent qu'il existe, chez certains types cellulaires, deux mécanismes 
d'action complémentaires/alternatifs responsables des effets de la furine sur l'invasion 
tumorale, l'un impliquant la maturation de la MT 1-MMP et l'autre du TGFP 1. 
Bien qu'il a été démontré que le TGFPl stimule l'expression de la MMP-2 chez une 
variété de cellules cancéreuses, les mécanismes moléculaires impliqués dans 
l'augmentation des niveaux de cette protéase sont peu connus. Il semblerait que selon le 
type cellulaire, la MMP-2 peut être modulée lors de la synthèse ou encore suite à la 
sécrétion. Par analyse de type PCR, nous n'avons pas détecté de variations significatives 
des niveaux d'ARNm encodant la gélatinase A chez les cellules LoVo stimulées au 
TGFP 1. Une absence d'effet transcriptionnel a également été observée chez d'autres types 
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cellulaires, dont des cellules cancéreuses de la prostate. Les travaux du groupe de Seghal 
sùggèrent plutôt un effet post-traductionnel du TGFP 1 qui consiste en un ralentissement 
du déclin de l'activité enzymatique de la MMP-2 sécrétée par ces cellules tumorales 
(Sehgal and Thompson, 1999). Toutefois, la stimulation au TGFPl de lignées cellulaires 
de cancer du pancréas, PANC-1 et IMIM-PCl, occasionne une augmentation des niveaux 
d' ARNm et de l'activité de la MMP-2, telle qu'observée par buvardage de type Northem 
et zymographie (Ellenrieder et al., 2001). L'étude du promoteur de cette protéase pourrait 
nous fournir des informations supplémentaires concernant la régulation transcriptionnelle 
de la MMP-2 par le TGFP 1. En ce sens, il a été démontré que la prostaglandine PGE2 
induit la transcription de la MMP-2 chez les cellules de cancer pancréatique PANC-1 via 
l'action du ETS-1 (Ito et al., 2004). De façon intéressante, le TGFPl peut induire 
l'expression de ce facteur de transcription de même que la synthèse d' ARNm de la MMP-
2 chez ces cellules (Ellenrieder et al., 2001; Iwasaka-Yagi et al., 2001). Face à ces 
résultats, nous pourrions émettre l'hypothèse voulant que le facteur de transcription EST-
1 participe à l'induction de la MMP-2 par le TGFP 1. 
Différentes voies de signalisation peuvent être impliquées dans l'induction de la MMP-2 
par le TGFP 1. Par exemple, chez une lignée épithéliale du sein spontanément 
immortalisée (MCFlOA), l'expression de la MMP-2 en réponse au TGFPl repose sur 
l'activation de la voie de signalisation de la MAPK p38 (Kim et al., 2004). Chez des 
cellules mésangiales de rat, la surexpression de Smad2, mais non de Smad3, induit 
l'expression de la MMP-2, mais de façon moindre que la stimulation exogène au TGFPl 
(Yang et al., 2003). De façon contraire, la surexpression de Smad7, l'inhibiteur endogène 
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de la voie des Smads, réprime les effets du TGFPl en ce qui concerne l'expression de la 
MMP-2. Ainsi, à la lumière de ces observations, le TGFP 1 semblent emprunter 
différentes voies de signalisation afin de transmettre ses effets. Il serait intéressant de 
vérifier si les divergences observées en ce qui a trait à l'expression de la MMP-2 en 
réponse au TGFP 1 sont attribuables à l'activation de différentes voies de signalisation. 
Également, en plus d'induire l'expression de la MMP-2, le TGFPl réprime l'expression 
de son inhibiteur, le TIMP-2, chez des cellules de glioblastomes (Wick et al., 2001). 
Puisqu'une balance entre les niveaux de MMPs et d'inhibiteurs doit exister afin de créer 
un milieu favorable à l'invasion, il serait pertinent d'étudier l'effet du TGFP 1 sur 
l'expression du TIMP-2 chez le modèle de cellules LoVo utilisé au chapitre 1. 
Ainsi, les travaux présentés au chapitre 1 révèlent un nouveau mécanisme d'action de la 
furine dans le processus d'invasion tumorale. La participation du TGFP 1 dans ce 
processus nous permet de proposer l'existence d'une boucle d'amplification inédite qui 
contribue aux effets pro-tumorigénique de la furine (figure 7 du chapitre 1). Cette boucle 
est initiée par la production, via l'activité endoprotéolytique de la furine, de TGFP 1 
bioactif qui induit l'expression de la MMP-2. Par la suite, la MTl-MMP, activée de façon 
dépendante ou indépendante de la furine selon le type cellulaire étudié, active la MMP-2. 
Cette dernière favorise directement l'invasion cellulaire et active à son tour le TGFP 1 qui 
est reconnu en tant qu'inducteur de l'expression de son enzyme de conversion, soit la 
furine. 
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Les acteurs proposés dans cette boucle d'activation sont cités à titre d'exemple. Étant 
donné la panoplie de précurseurs pouvant être clivés par la furine, il est concevable de 
penser que d'autres substrats pourraient participer à l'invasion tumorale induite par cette 
convertase. Entre autres, la furine est capable d'activer la sous-unité av des intégrines 
(Lehmann et al., 1996; Lissitzky et al., 2000). L'intégrine av~3 est étroitement liée à la 
capacité d'invasion des cellules tumorales en facilitant leur adhésion aux éléments de la 
matrice extracellulaire et aussi en liant la MMP-2, ce qui permet son ancrage/exposition 
au front de migration des cellules (Chattopadhyay et al., 2001; Leroy-Dudal et al., 2005). 
Les autres formes de MMP membranaires, soit les MT-MMP de 2 à 6, possèdent 
également une séquence de reconnaissance furine à leur site d'activation et peuvent 
activer, in vitro, la pro-MMP-2 (Kolkenbrock et al., 1997; Llano et al., 1999; Pei, 1999; 
Velasco et al., 2000). Cependant, il n'existe pas d'évidence qui indique que les cellules 
LoVo expriment ces formes de MMP. La stromélysine-3 (MMP-11) peut aussi être 
activée par la furine et son expression coïncide avec l'augmentation de la capacité 
invasive de cellules tumorales (Pei and Weiss, 1995; Tetu et al., 1998). Toutefois, bien 
que surexprimée chez des cancers humains du pancréas, du sein et de la peau, la 
stromélysine-3 n'est pas exprimée par les cellules LoVo et ne peut donc pas, dans ce cas 
précis, contribuer à l'augmentation de la capacité invasive des cellules complémentées 
génétiquement avec la furine (Basset et al., 1990; Pei and Weiss, 1995; Unden et al., 
1996; von Marschall et al., 1998). 
Les résultats obtenus de différentes approches (ex : surexpress1on de la furine ou 
inhibition de son activité) démontrent, jusqu'à maintenant, que la furine participe à la 
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progression tumorale en induisant l'invasion cellulaire. Il existe cependant une étude qui 
' indique que l'inhibition de la furine par l'expression d'al-PDX entraîne une 
augmentation de la capacité de migration et d'invasion des cellules humaines de 
carcinome de colon HT-29 ainsi que du développement de métastases chez un modèle de 
rats immuno-supprimés (Nejjari et al., 2004). Cette étude présente toutefois quelques 
limites. Entre autres, la capacité d'invasion et de migration d'un seul clone cellulaire 
exprimant l'al-PDX a été vérifiée. L'utilisation de l'inhibiteur chimique Dec-RVKR-
CH2Cl, même à de grandes concentrations (de 100 à 150 µM), n'a pu induire la capacité 
de migration des cellules HT-29 à des niveaux aussi élevés que ceux obtenus suite à 
l'expression ectopique d'al-PDX. Les résultats présentés dans cet article sont en 
contradiction avec ceux obtenus par l'équipe du Dr Seidah en utilisant le même modèle 
cellulaire (.Khatib et al., 2001). Cette étude démontrait une diminution de la capacité 
invasive des cellules HT-29 surexprimant l'al-PDX. Une diminution de la tumorigénicité 
de ces cellules avait aussi été détectée lorsqu'elles étaient injectées chez des souris 
immuno-déficientes. L'expression d'al-PDX chez des cellules de carcinome de colon, de 
tumeurs de la tête et du cou et d'astrocytomas a entraîné, dans tous les cas, une inhibition 
de la capacité invasive (Bassi et al., 2001a; Khatib et al., 2001; Mercapide et al., 2002). Il 
serait donc important de comprendre la cause des divergences qui existent entre les 
résultats obtenus par deux équipes de recherche différentes en utilisant le même modèle 
cellulaire. Bien que ces différences puissent être attribuables à une hétérogénéité résultant 
du processus de sélection clonale, ces observations soulèvent la possibilité d'un rôle plus 
complexe pour la furine dans le processus d'invasion tumorale que ce qui a été suggéré 
jusqu'à maintenant. 
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Les travaux présentés au chapitre I se concentrent sur la production de MMP par les 
cellules tumorales en réponse à une stimulation autocrine de TGFP 1. Plusieurs évidences 
indiquent que la MMP-2, qui participe à l'invasion des cellules tumorales, peut être 
sécrétée par les cellules du tissu stromal entourant la tumeur et par les cellules 
inflammatoires infiltrant la tumeur (ex: macrophages) (Lin and Pollard, 2004). 
Également, la production de MMP-2 par les cellules endothéliales constitue un événement 
important de leur migration et du processus d'angiogenèse qui s'en suit (Almholt and 
Johnsen, 2003). Étant donné que le développement d'une tumeur est régi par de multiples 
interactions entre les différents types cellulaires qui la composent, il serait intéressant 
d'examiner les effets de la production de TGFPl bioactif, sécrété par les cellules 
tumorales, sur la production de MMP-2 par les cellules stromales, inflammatoires et 
endothéliales. Ainsi, ces expériences contribueraient à améliorer la compréhension 
globale du rôle de la furine dans la tumorigenèse, via la maturation de substrats tels que le 
TGFpl. 
De façon générale, la furine est détectée à des niveaux très faibles dans les tissus sains. 
Par conséquent, la surexpression caractéristique de la furine chez les cancers du sein, des 
poumons, de la tête et du cou et de glioblastomes appuie l'hypothèse voulant que la furine 
joue un rôle dans la progression de la pathologie du cancer (Bassi et al., 2003; Cheng et 
al., 1997; Mbikay et al., 1997a; Mercapide et al., 2002). Plusieurs études suggèrent que 
l'induction de l'expression de la furine permet la maturation de précurseurs pro-
tumorigéniques à des niveaux favorisant le développement tumoral. Cependant, peu 
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d'informations sont disponibles en ce qui concerne les mécanismes qui contrôlent 
l'expression du gène de la furine en conditions tumorales. Ainsi, les résultats présentés au 
chapitre II révèlent un nouveau mécanisme par lequel l'expression de la furine peut être 
augmentée par l'hypoxie, un inducteur général de la tumorigenèse. 
Ce mécanisme implique la participation du facteur de transcription HIF-1. Des sites de 
liaison putatifs pour ce facteur ont été détectés dans chacun des trois promoteurs régulant 
l'expression du gène de la furine. Tous ces promoteurs possèdent au moins un site 
minimal de liaison pour le HIF-1 (HBS) qui correspond parfaitement à la séquence 
canonique RCGTG où R=A/G. Les promoteurs Pl et PlB exhibent également des 
éléments de réponse à l'hypoxie (HRE) formés d'un HBS et d'un HAS qui correspondent 
à la séquence optimale pour la liaison du HIF-1 (figure 2, chapitre II). Cependant, le 
promoteur Pl s'est révélé être le plus sensible en réponse à l'hypoxie. Ainsi, nos résultats 
appuient les observations qui indiquent que le promoteur Pl, contrairement aux deux 
autres, est un promoteur inductible. En fait, ce promoteur est celui qui répond le plus 
fortement à la transactivation par les facteurs de transcription C/EBPb, Smad et GAT A-1, 
et ce malgré la présence de sites de liaison putatifs pour ces facteurs dans les promoteurs 
PlA et PlB (Ayoubi et al., 1994; Blanchette et al., 200lb; Laprise et al., 2002). 
Nos résultats démontrent que l'hypoxie stimule, bien que légèrement, l'activité des 
promoteurs PlA et PlB avec des taux d'induction respectifs de 1,8 et 1,4 fois. Cette 
stimulation contribue possiblement à l'induction des niveaux d' ARNm fur en réponse à 
l'hypoxie. Des études supplémentaires seraient nécessaires afin de vérifier cette 
hypothèse. En se basant sur le fait que chacun de promoteur engendre la production 
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d'isofonnes distincts d' ARNm (Ayoubi et al., 1994), les niveaux d'expression de chacune 
de ces fonnes à la suite d'une exposition à l'hypoxie pourraient être mesurés par RT-PCR. 
Puisque l'activité constitutive des différents promoteurs de la furine semble varier en 
fonction du type cellulaire, il serait également intéressant de mesurer leur activité 
respective en réponse à l'hypoxie chez différentes lignées cellulaires dont les cellules 
pulmonaires NCI-H82 chez lesquelles le PIA est le promoteur le plus actif, 
comparativement aux cellules HepG2 où le Pl possède l'activité basale prédominante 
(Ayoubi et al., 1994; Blanchette et al., 2001b). 
Des études supplémentaires sont aussi requises afin de détenniner si l'activité des 
promoteurs PlA et PlB en hypoxie est induite par le HIF-1. En fait, depuis la découverte 
du HIF-1, il a été démontré que l'hypoxie engendre l'activation d'autres facteurs de 
transcription, tels que le NF-kB et l' AP-1 (Faller, 1999). Des études de promoteurs 
réalisées chez les cellules Hepa-1 c4, qui sont déficientes en HIF-1 fonctionnel, ont 
clairement démontré le caractère essentiel du complexe HIF-1 en ce qui concerne 
l'induction hypoxique du promoteur Pl. Il faut cependant se rappeler que le complexe 
HIF-1 peut être constitué des isofonnes HIF-la ou HIF-2a en association avec la sous-
unité HIF-1 p, et que les différents hétérodimères lient la même séquence au niveau de 
l 'ADN (Tian et al., 1997). Les cellules Hepa-1 c4, contrairement aux cellules parentales 
Hepa-1 clc7, sont déficientes en HIF-lp, ce qui prévient la fonnation de tous complexes 
fonctionnels de HIF-1 (Wood et al., 1996). De plus, bien que l'expression du HIF-2a soit 
restreinte chez les tissus nonnaux, cette isofonne est détectée chez plusieurs types de 
cellules cancéreuses, incluant des cellules tumorales hépatocellulaires (Bangoura et al., 
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2004). Il serait donc probable que les cellules d'hépatomes de souris Hepa-1 expriment le 
HIF-2a. Ainsi, les résultats obtenus à la figure 4C du chapitre II ne permettent par 
d'exclure la possibilité que le HIF-2a puisse, en association avec la sous-unité ~. 
transactiver le promoteur Pl:fur. 
L'induction de l'expression de la furine par l'hypoxie/HIF-1 coïncide avec une 
augmentation de la maturation des substrats MTl-MMP et TGF~l (figure 7, chapitre II). 
Ces substrats, tout comme la majorité des précurseurs pro-tumorigéniques qui sont 
exprimés par les cellules tumorales, sont activés lors de leur passage dans la voie de 
sécrétion constitutive. Parmi les différentes PC qui participent au processus de conversion 
protéolytique dans cette voie (furine, PACE-4, PC5/PC6 et PC7), seules les convertases 
furine, PACE-4 et PC7 sont exprimées chez notre modèle cellulaire HepG2 (Mori et al., 
1999). Cependant, contrairement à la furine, dont l'expression est augmentée de façon 
marquée en réponse à l'hypoxie, les niveaux de messagers de la PACE-4 et de la PC-7 ne 
sont pas significativement modulés suite à une privation d'oxygène (figure 1, chapitre II). 
Ces résultats permettent de tirer 2 conclusions: 1) que l'induction de l'expression de 
convertases autres que la furine ne contribue pas à l'augmentation de la production, en 
hypoxie, des formes bioactives des substrats pro-tumorigéniques MTl-MMP et TGF~l et 
2) que l'hypoxie n'est pas un stimulus qui contrôle l'expression des PC de façon générale, 
et ce malgré le fait que plusieurs membres de la famille des PC sont surexprimés chez 
différent types de cancers. 
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En plus de cliver la MTl-MMP et le TGFpl, plusieurs médiateurs impliqués dans la 
progression tumorale sont des substrats de la furine, ce qui supporte l'hypothèse voulant 
que la surexpression de la furine à l'intérieur des régions hypoxiques d'une tumeur puisse 
entraîner des conséquences importantes sur la croissance tumorale, l'invasion et 
l'angiogenèse. Il serait donc indiqué de poursuivre l'étude présentée au chapitre II en 
vérifiant l'implication biologique/pathologique de la régulation de la furine en hypoxie 
sur chacune des étapes de la carcinogenèse. Nous pourrions comparer les effets de 
l'hypoxie sur la capacité invasive, en chambre de Boyden, de cellules tumorales de type 
sauvage ou qui expriment l'al-PDX de façon stable. Nous pourrions également utiliser le 
milieu conditionné dérivé de ces cellules à plusieurs fins. D'abord, des cellules tumorales 
pourraient y être cultivées afin d'étudier l'impact de la production de furine en conditions 
hypoxiques sur leur prolifération. Une expérience similaire pourrait être réalisée avec des 
cellules endothéliales afin de déterminer si l'activité protéolytique de la furine en hypoxie 
stimule leur prolifération, une étape nécessaire à l'angiogenèse tumorale. Finalement, des 
essais in vitro de formation de capillaires par les cellules endothéliales en réponse aux 
différents milieux conditionnés permettraient d'évaluer le rôle pro-angiogénique de la 
furine. 
Les travaux présentés au chapitre II décrivent donc un nouvel aspect du rôle du facteur de 
transcription HIF-1 dans la progression tumorale qui consiste en une augmentation de la 
maturation/activation de proprotéines. Ainsi, la furine s'ajoute à la liste de gènes dont 
l'expression est contrôlée par ce facteur de transcription. Le HIF-1 est aujourd'hui 
reconnu en tant que médiateur clé de la réponse d'adaptation cellulaire à l'hypoxie 
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(Semenza, 2003). Depuis la découverte de ce facteur de transcription, un engouement 
' s'est développé au sein de la communauté scientifique en ce qui concerne les mécanismes 
qui régulent ses fonctions. L'une des percées scientifiques les plus significatives ayant 
trait à la régulation du HIF-1 est la découverte que des stimuli physiologiques autres que 
l'hypoxie peuvent induire son expression et son activité. Les travaux présentés au chapitre 
III s'inscrivent à cette nouvelle voie de recherche et décrivent, pour la première fois, des 
mécanismes par lesquels le TGFP 1, un substrat de la furine, induit l'accumulation et 
l'activité du HIF-1 en normoxie. 
Nos résultats indiquent qu'au moins deux mécanismes sont impliqués dans la régulation 
du facteur de trancription HIF-1 par le TGFPl. Le premier étant via une augmentation de 
la transcription et le second via la stabilisation de la sous-unité HIF-la. Les résultats 
présentés à la figure 2A du chapitre III indiquent que la stimulation de cellules HepG2 au 
TGFPl provoque une augmentation des niveaux d'ARNm du HIF-la. Le pré-traitement 
des cellules avec de l'actinomycine D, un inhibiteur de la synthèse d' ARN, indique un 
effet transcriptionnel du TGFP 1 (figure 2B du chapitre III). Toutefois, ces résultats ne 
nous permettent pas de conclure que le TGFP 1 agit directement sur la transcription du 
gène du HIF-la. En fait, le TGFPl pourrait avoir un effet indirect en modulant la 
transcription d'un ou plusieurs gènes impliqués dans la stabilisation des transcrits du HIF-
la ou dans les événements contrôlant la transcription du HIF-la. Ainsi, des études de 
demie-vie des messagers du HIF-la ainsi que l'étude de son promoteur permettraient de 
déterminer si les effets transcriptionnels du TGFP 1 affectent la transcription et/ou la 
stabilisation de l 'ARNm du HIF-1 a. Des résultats préliminaires obtenus au laboratoire en 
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utilisant une construction luciférase qui comprend un fragment d'environ 600 pb du 
promoteur du HIF-la (région -572/+32) (Page et al., 2002), démontrent un effet 
transcriptionnel du TGFpl sur l'expression du HIF-la. Toutefois, l'induction de l'activité 
luciférase mesurée en réponse au TGFPl est relativement faible (environ 1,5 fois) 
comparativement à l'induction de l'expression de l'ARNm de HIF-la observée par 
buvargade de type Northem (figure 2A du chapitre III). Il se peut donc que ce court 
fragment de promoteur ne contienne pas tous les éléments « en cis » nécessaires à la 
transcription optimale du gène du HIF-la suite à une stimulation au TGFPl. Il se peut 
également que la transactivation du gène du HIF-la ne contribue que pour une fraction de 
l'effet du TGFPl sur la modulation des niveaux d'ARNm de ce facteur de transcription. 
Le clonage du promoteur entier du HIF-la s'avèrera donc être un outil essentiel à la suite 
des travaux concernant la régulation de l'expression de messagers du HIF-la par le 
TGFpl. 
Seul un faible nombre de stimuli affectent l'expression de messagers du HIF-la. Le 
TGFP 1 s'ajoute donc à cette catégorie limitée de facteurs qui comprend le LPS, les 
hormones vasculaires thrombine et angiotensine ainsi que le facteur de croissance HGF 
(Blouin et al., 2004; Page et al., 2002; Tacchini et al., 2001). La majorité des stimuli non-
hypoxiques modulent la traduction du HIF-la via l'activation de la voie de la PI3K (Dery 
et al., 2005). L'utilisation d'inhibiteurs chimiques de la voie de la PI3K a indiqué la 
participation de cette dernière dans l'accumulation de la protéine HIF-1 a par le TGFP 1. 
Ainsi, la régulation traductionnelle du HIF-1 a par ce facteur de croissance est 
envisageable. Des essais d'incorporation de S35 jumelés à l'immunoprécipitation du HIF-
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1 a permettrait de démontrer si la stimulation au TGFP 1 induit la synthèse protéique de 
cette sous-unité du HIF-1. 
Au chapitre III, nous nous sommes plutôt attardés à comprendre les événements qui 
régissent la stabilisation du HIF-la par le TGFpl, un mécanisme d'action qui diverge de 
ceux empruntés de façon générale par les stimuli non-hypoxiques. Il est connu que la 
dégradation du HIF-la en conditions normoxiques repose sur des modifications post-
traductionnelles, telles que l'hydroxylation des prolines 402 et 564, situées dans le 
ODDD, qui permet la liaison du HIF-la à la machinerie d'ubiquitination (Ivan et al., 
2001; Jaakkola et al., 2001). La prolongation de la demie-vie de la protéine HIF-la en 
réponse au TGFPl (figure 2D) a été associée à une diminution des niveaux 
d'hydroxylation et à l'induction de la stabilité d'une protéine de fusion arborant le 
domaine ODDD du HIF-la (figure 2E). De façon intéressante, ces observations corrèlent 
avec une inhibition spécifique de l'expression de la protéine et de 1' ARNm de la prolyl 
hydroxylase PHD2 (figure 3). Le groupe du Dr Pouysségur a identifié cette PHD en tant 
que senseur des niveaux d'oxygène cellulaire responsable de l'hydroxylation du HIF-la 
in vivo (Berra et al., 2003). Conséquemment, la réduction marquée et persistante des 
niveaux d'expression de la PHD2 par le TGFpl, en association avec l'inhibition de 
l'hydroxylation des prolines contenues dans le ODDD du HIF-la, suggèrent fortement 
que l'inhibition de l'expression de la PHD2 constitue le mécanisme par lequel le TGFl31 
induit la stabilisation du HIF-1 a. À ce niveau, des confirmations additionnelles quant à 
l'état d'hydroxylation du HIF-la suite à une stimulation au TGFpl pourraient être 
obtenues en utilisant un anticorps récemment développé par le laboratoire du Dr Giaccia 
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qui est spécifiquement dirigé contre la forme hydroxylée à la proline 564 du RIF-
' la (Chan et al., 2002). Également, les corrélations établies entre l'état 
d'hydroxylation/stabilisation du HIF-la et l'inhibition de l'expression de la PHD2 par le 
TGFP 1 pourraient être corroborées en transfectant la séquence complémentaire d' ADN 
encodant la PHD2. Dans le cas où l'inhibition de l'expression de la PHD2 est responsable 
des effets stabilisateurs du TGFPl sur le HIF-la, la surexpression de l'hydroxylase 
devrait se traduire par le maintien des niveaux d'hydroxylation et une perte de la stabilité 
du HIF-1 a, et ce malgré la présence du TGFP 1. Cette expérience fournirait également des 
informations quant à la contribution exacte de ce mécanisme d'action sur l'accumulation 
du HIF-la. 
À l'exception de l'hypoxie, la capacité à inhiber l'expression de la PHD2 semble être une 
fonction associée de façon particulière au TGFPl. En fait, aucune autre étude n'a 
démontré l'existence d'un lien entre l'induction du HIF-la par des stimuli non-
hypoxiques et l'inhibition de l'expression des prolyls hydroxylases. Jusqu'à maintenant, 
seulement deux stimuli autres que l'hypoxie, soit le donneur de NO s-nitrosoglutathione 
et l'activation de récepteurs muscariniques Ml et M3, sont reconnus pour induire 
l'accumulation du HIF-la en augmentant la stabilité de la protéine (Hirota et al., 2004; 
Metzen et al., 2003b ). Ces études indiquent cependant que la stabilisation du HIF-1 a 
serait engendrée par l'inhibition de l'activité et non de l'expression des PHD. Des études 
portant sur l'activité du promoteur inductible de la PHD2 ont été entreprises au 
laboratoire. Les résultats préliminaires obtenus d'essais luciférase révèlent que le TGFP 1 
inhibe l'activité transcriptionnelle du promoteur de la PHD2, ce qui corrèle avec la 
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diminution des niveaux d' ARNm observée en réponse à ce facteur de croissance (figure 
3B, chapitre 111). Des expériences de délétion et de mutagenèse dirigée seront toutefois 
nécessaires afin de déterminer les éléments « en cis » au sein du promoteur qui sont 
nécessaires à l'inhibition de l'expression de l'ARNm PHD2 par le TGFPl. En plus des 
prolyls hydroxylases, d'autres protéines participent au processus de dégradation du HIF-
1 a en normoxie. Parmi celles-ci, on retrouve le p VHL, qui permet la liaison de la forme 
hydroxylée du HIF-la à la machinerie d'ubiquitination, ainsi que l'acétylase ARDl, dont 
l'activité contrôle la liaison du pVHL au HIF-la (Ivan et al., 2001; Jaakkola et al., 2001; 
Jeong et al., 2002). L'expression de ces protéines pourrait être examinée afin de 
déterminer si la stabilisation du HIF-la en réponse au TGFPl implique la régulation 
coordonnée d'effecteurs. 
Il est connu que les niveaux d' ARNm de la PHD2 sont augmentés en hypoxie via le HIF-
1, ce qui engendre un mécanisme autorégulateur qui est sous le contrôle des niveaux 
d'oxygène (Metzen et al., 2004). L'équipe du Dr Van Obberghen s'est récemment 
intéressée au rôle du HIF-1 induit par l'insuline et le IGF-1, deux inducteurs du HIF-la 
en conditions normoxiques, sur l'expression des prolyls hydroxylases (Treins et al., 
2005). Leurs travaux révèlent que ces stimuli n'affectent pas les niveaux d'expression de 
la PHDl. Ils augmentent toutefois de façon légère mais significative les niveaux d' ARNm 
de la PHD2, la PHD3 n'étant pas détectable chez les cellules épithéliales pigmentaires de 
la rétine. Les composés qui imitent les effets de l'hypoxie, tels que le CoCli et la 
desferroxamine, ont été utilisés en guise de comparaison. Ces agents stimulent 
efficacement l'expression d' ARNm PHD2, ce qui suggère que la régulation 
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transcriptionnelle de la PHD2 par le HIF-1 nécessite la participation de cofacteurs qui ne 
sont pas efficacement recrutés par ces facteurs de croissance. Nos résultats démontrent un 
effet inhibiteur soutenu du TGFP 1 en ce qui concerne l'expression de la protéine PHD2 
(figure 3A du chapitre III). Toutefois, dans quelques rares cas, une augmentation des 
niveaux de la protéine PHD2 a été observée après 16h de stimulation au TGFP 1 (résultats 
non illustrés dans cette thèse). L'analyse par PCR en temps réel démontre de façon 
répétitive et significative une hausse des niveaux d' ARNm de la PHD2 suivant une 
stimulation de 16h au TGFPl (figure 3B). De façon collective, ces résultats suggèrent 
qu'à court terme, l'inhibition de la transcription de la PHD2 constitue l'effet dominant du 
TGFpl, tandis qu'à long terme, l'accumulation du HIF-1 contrecarre l'effet inhibiteur du 
TGFPl sur l'expression de la PHD2. À la lumière de ces observations, il est tentant de 
supposer l'existence d'un tel mécanisme d'autorégulation qui permettrait à long terme de 
contenir les effets du TGFPl sur l'expression du HIF-1. Il serait donc intéressant de 
vérifier l'impact du TGFPl sur l'expression de la PHD2 sur une échelle de temps plus 
longue que celle utilisée dans nos travaux. 
Tel que mentionné précédemment, le TGFP 1 bioactif est issu du clivage d'une molécule 
précurseure par la furine (Dubois et al., 2001; Dubois et al., 1995). Nous avons tiré 
avantage de cette observation afin de vérifier si le TGFP 1 produit de façon endogène est 
capable de moduler l'expression du HIF-la. Pour ce faire, la production de TGFPl 
mature a été bloquée chez les cellules HT-1080 par un traitement au DEC-R-V-K-R-
CH2Cl ou par l'expression d'al-PDX, deux inhibiteurs de la furine. La neutralisation de 
l'activité de la furine a causé une inhibition marquée des niveaux d'expression basale de 
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l' ARNm et de la protéine encodant le HIF-la. Cette inhibition, efficacement renversée 
par une stimulation au TGFPl exogène, s'est également traduite par une diminution de 
l'expression de VEGF, une cible clé du HIF-1. La production de VEGF en réponse au 
TGFP 1 est bien documentée et l'implication des facteurs de transcripition AP-1 et HIF-1 
dans ce processus a été proposée (Saito et al., 1999; Shih and Claffey, 2001). Nous avons 
donc utilisé deux modèles cellulaires déficients en HIF-1 fonctionnel afin de démontrer la 
contribution exacte du HIF-1 dans la production de VEGF induite par le TGFPl. Les 
résultats obtenus indiquent que le HIF-1 contribue significativement (40 à 50%) à cette 
réponse (figures 6A et B du chapitre III). Il a été rapporté précédemment que plusieurs 
lignées cellulaires tumorales expriment le HIF-la, même lorsqu'elles sont cultivées en 
normoxie (Blancher et al., 2000; Vleugel et al., 2005; Zhong et al., 1998). Puisqu'un 
grand nombre de ces cellules tumorales produisent également de grandes quantités de 
TGFP 1 (Coombes et al., 1990; Hasegawa et al., 2001), il serait justifié d'examiner si les 
niveaux d'expression du HIF-la corrèlent avec ceux du TGFPl. L'existence d'une 
corrélation entre la production de VEGF et l'expression du HIF-la et du TGFPl pourrait 
également être vérifiée. Ceci nous fournirait des informations concernant les impacts 
biologiques de la régulation du HIF-1 par le TGFP 1. 
Les travaux présentés aux chapitres I, Il et III contribuent, de façon globale, à la 
compréhension des rôles de la furine dans la tumorigénèse et des mécanismes contrôlant 
1' expression de cette convertase dans la condition pathologique du cancer. Dans un 
premier temps, les résultats présentés aux chapitres I et III révèlent de nouvelles voies 
d'action de la furine dans le processus de progression tumorale via la maturation du 
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facteur de croissance TGFP 1. Tel que présenté au chapitre 1, la production de TGFP 1 
' bioactif par la furine induit la production de la MMP-2, une protéase associée au 
processus d'invasion tumorale. Cette métalloprotéinase participe à l'activation du TGFP 1 
chez les cellules tumorales Lo Vo, ce qui crée une boucle d'activation/amplification entre 
la MMP-2 et le TGFP 1 et entraîne une augmentation de la capacité invasive. Les travaux 
du chapitre III suggèrent un second rôle pour le TGFP 1 dans la progression tumorale, via 
l'induction de l'expression du HIF-1, ce qui induit l'expression de gènes pro-
tumorigéniques tels que le facteur de croissance VEGF (figure 16). Ces travaux 
s'associent aux efforts récemment déployés par plusieurs équipes de recherche afin de 
mettre en lumière les mécanismes et les substrats impliqués dans les effets prolifératif, 
invasif, pro-angiogénique et pro-tumorigénique de la furine. Ils contribuent également à la 
compréhension des fonctions pro-tumorigéniques du TGFP 1. 
Dans un second ordre d'idée, les résultats du chapitre II démontrent que l'hypoxie, un 
régulateur clé de la tumorigenèse, induit l'expression de la furine via le facteur de 
transcription HIF-1. Cette induction engendre une augmentation de 
l'activation/maturation de facteurs pro-tumorigéniques tels que les substrats de la furine 
MT 1-MMP et TGFP 1. De façon intéressante, l'expression du HIF-1 a qui est gouvernée 
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Figure 16 : Résumé des rôles de la furine dans la tumorigenèse selon les 
travaux réalisés aux chapitres 1, II et m de cette thèse. La production de 
TGFP 1 bioactif par la furine induit l'accumulation du facteur de transcription 
HIF-1, ce qui occasionne une augmentation de la production de VEGF, un 
facteur pro-angiogénique. Le TGFP 1 induit également l'expression de la 
MMP-2, une protéase associée à l'invasion tumorale. Cette MMP est activée 
par la MTl-MMP, dont l'activation est dépendante de la furine dans certains 
0 
types cellulaires. La MMP-2 active participe à l'activation du TGFJH, ce qui 
crée une boucle d'activation/amplification. Le TGFP 1 et le HIF-1 peuvent 
également induire l'expression de la furine, ce qui peut contribuer à la 
disponibilité de substrats pro-tumorigéniques matures/actifs. 
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par l'hypoxie, peut également être régie par le TGFP 1 (chapitre III), ce qui laisse présager 
que ce facteur de croissance peut induire l'expression de sa propre convertase, la furine, 
via le HIF-1, créant ainsi une boucle d'activation/régulation (figure 17). 
Il a été démontré précédemment au laboratoire que le TGFP 1 induit l'expression de sa 
propre convertase, la furine, via l'activation de la voie des Smad (Blanchette et al., 
2001b). Ces études indiquent que le promoteur Pl:fur est aussi celui qui est le plus 
sensible et qui répond le plus fortement au TGFP 1. La nature précise des éléments « en 
cis » nécessaires à cette induction n'a toutefois pas été déterminée. L'étude de 
constructions de délétion en 5' du promoteur Pl a cependant permis de délimiter la région 
nécessaire à la réponse au TGFPl, soit la région qui s'étend de -1221 à-413 (voir figure 
3A du chapitre II). Celle-ci coïncide avec la région nécessaire à la régulation du 
promoteur Pl par le HIF-1. Ainsi, des questions se posent quant aux mécanismes 
employés par le TGFP 1 pour induire l'expression de la furine. Différentes hypothèses 
peuvent être proposées. D'abord, il est possible que le rôle inducteur du TGFP 1 soit 
transmis par la liaison directe de Smad à des sites de liaison putatifs répertoriés dans cette 
région du promoteur Pl. Une seconde possibilité est que l'effet du TGFPl soit transmis 
via le HIF-1, pour lequel nous avons démontré une interaction directe avec le promoteur 
P 1 de la furine. Des essais préliminaires réalisés au laboratoire tendent à démontrer que la 
mutation du site HRE-H5 (voir figure 3A du chapitre 11), qui est responsable de la liaison 
du facteur de transcription HIF-1 au promoteur Pl, inhibe partiellement l'activité du 
promoteur en réponse au TGFPl. Ces observations suggèrent donc qu'une partie des 
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Figure 17 : Représentation schématique des mécanismes de régulation de la 
furine dans le contexte tumoral. Les résultats présentés au chapitre II de cette 
thèse indiquent que l'hypoxie, via le facteur de transcription HIF-1, induit 
l'expression de la furine. Cette induction engendre une augmentation de la 
production de TGFP 1 bioactif. La furine est également responsable de la 
maturation d'une panoplie de facteurs impliqués dans la progression tumorale. 
Au chapitre III, nous avons démontré que le TGFP 1 bioactif peut induire 
l'accumulation du HIF-1, ce qui peut potentiellement avoir un impact sur 
l'expression de la furine. Il a également été démontré précédemment au 
laboratoire que le TGFP 1 induit l'expression de la furine via la voie des Smad. 
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l'expression du HIF-1. De façon intéressante, il a été démontré que les Smad et le HIF-1 
peuvent agir de concert afin d'induire l'expression des gènes de l'érythropoïétine, de 
l'endogline et du VEGF (Sanchez-Elsner et al., 2001; Sanchez-Elsner et al., 2002; 
Sanchez-Elsner et al., 2004). Plus particulièrement, une interaction directe entre le Smad3 
et le HIF-1 a été mise en évidence par des expériences de co-immunoprécipitation 
(Sanchez-Elsner et al., 2004). L'effet additif de cette coopération sur l'expression de ces 
gènes est transmis par la liaison à l 'ADN de chacun de ces facteurs de transcription à des 
sites consensus respectifs et adjacents. La présence de sites de liaison pour les Smad a été 
répertoriée dans la région environnant la séquence HRE-H5 nécessaire à l'activation du 
promoteur Pl par le HIF-1. Une collaboration entre les Smad et le HIF-1 peut donc être 
envisagée en ce qui a trait à l'expression de la furine en réponse au TGF~ 1. 
Bien que le HIF-1 augmente significativement l'expression de la furine dans un modèle 
d'étude in vitro, la capacité de ce facteur de transcription à induire l'expression 
intratumorale de la furine reste à définir. Les résultats préliminaires obtenus par Sébastien 
Grandmont, un étudiant à la maîtrise au laboratoire, indiquent une augmentation de 
l'expression de la furine dans les zones hypoxiques de tumeurs formées suite à l'injection 
de cellules HT-1080 chez des souris nues. Afin de démontrer si le HIF-1 participe à cette 
induction de l'expression de la furine au sein de tumeurs solides, nous pourrions utiliser 
des constructions plasmidiques comprenant le gène de la protéine fluorescente verte 
(GFP) sous le contrôle du promoteur Pl de type sauvage ou muté au site HRE-H5 de 
façon à abolir la liaison du HIF-1. Des cellules tumorales surexprimant chacune de ces 
constructions pourraient ensuite être injectées chez des souris immunodéficientes afin de 
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produire des tumeurs. L'analyse par microscopie à fluorescence de l'intensité 
d'expression de la GFP chez ces tumeurs permettrait de définir si le HIF-1 contribue à 
l'activité du promoteur Pl de la furine en conditions tumorales. 
Il est connu que l'expression du HIF-la. à l'intérieur de tumeurs solides ne corrèle pas 
forcément avec les régions hypoxiques (Janssen et al., 2002; Vukovic et al., 2001). À la 
lumière de nos résultats, il est tentant de supposer que le TGFpl, qui est surexprimé chez 
plusieurs types de cancers, contribue au patron homogène d'expression intra-tumorale du 
HIF-la. (Coombes et al., 1990; Hasegawa et al., 2001). À l'aide de marqueurs de type 
pymonidazole, qui se lient spécifiquement aux cellules hypoxiques, nous pourrions 
examiner si le HIF-la., en plus de colocaliser avec les régions hypoxiques de la tumeur, 
est exprimé de façon coordonnée avec le TGFP 1. Ces études nous renseigneraient sur la 
possibilité que le TGFpl puisse contrôler de façon intratumorale l'expression du HIF-1. 
Par ailleurs, en plus du TGFpl, les tumeurs expriment d'autres molécules qui induisent 
l'expression du HIF-la.. Parmi ceux-ci, on retrouve des substrats de la furine tels que 
l'IGF-1, le HGF et le PDGF (Fukuda et al., 2002; Richard et al., 2000; Tacchini et al., 
2001; Takahashi et al., 1993). Il est donc possible que ces facteurs de croissance 
participent, via l'induction du HIF-1, à l'augmentation des niveaux de la furine observée 
chez différents types de cancer. Des cytokines inflammatoires telles que le TNF-a., qui est 
libéré des membranes cellulaires par un substrat de la furine, soit la TACE (Srour et al., 
2003), induisent également l'activité du HIF-1 en normoxie (Hellwig-Burgel et al., 1999; 
Zhou et al., 2003). La présence de zones hypoxiques est une caractéristique associée à 
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divers processus physiologiques, incluant l'embryogenèse, et pathologiques, tels que la 
polyarthrite rhumatoïde (Covello and Simon, 2004; Distler et al., 2004). Ces observations 
suggèrent donc que la régulation de la furine par le HIF-1 peut être un phénomène 
applicable à d'autres contextes cellulaires, particulièrement en conditions inflammatoires 
où il a été démontré que l'activité de cette convertase est modulée à la hausse (Blanchette 
et al., 1997). 
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CONCLUSION : 
Les travaux présentés dans cette thèse avaient pour but d'élucider les mécanismes 
d'action empruntés par la furine afin de favoriser la progression tumorale ainsi que les 
voies impliquées dans la régulation de l'expression de cette convertase dans la condition 
pathologique du cancer. Nous avons d'abord établi l'existence d'une nouvelle voie 
d'action de la furine dans le processus d'invasion via la production endogène de TGFPl 
bioactif. Ce mécanisme implique une boucle d'activation/amplification entre la MMP-2 et 
le TGFP 1 qui engendre une augmentation de la capacité invasive de cellules tumorales. 
Par la suite, nous avons démontré comment l'hypoxie, via le facteur de transcription HIF-
I, induit l'expression de la furine. Ces travaux, en plus de contribuer à la compréhension 
des mécanismes menant à la surexpression de la furine dans les tumeurs, révèlent une 
nouvelle facette des conséquences physiologiques de l'hypoxie via l'induction de la 
maturation/activation par la furine de proprotéines impliquées dans la tumorigenèse. Nous 
avons poursuivi nos travaux en étudiant les mécanismes par lesquels le substrat de la 
furine, le TGFP 1, induit l'accumulation du HIF-1 en conditions normoxiques. Nos 
résultats révèlent un mécanisme, jusqu'à lors inédit en ce qui concerne l'accumulation du 
HIF-la en réponse à des stimuli non-hypoxiques. Ce dernier consiste en une inhibition de 
l'expression de la PHD2 qui se traduit par l'atténuation de l'hydroxylation du HIF-la et 
l'induction de sa stabilité. 
Ensemble, ses connaissances s'associent aux efforts récemment déployés par la 
communauté scientifique afin de comprendre les différents déterminants qui prennent part 
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au processus extrêmement complexe de la tumorigenèse. Nos travaux supportent 
l'hypothèse voulant que la maturation/activation de proprotéines contribue 
significativement au développement tumoral et que les effets potentiellement néfastes de 
la furine sur le maintien de l'homéostasie cellulaire en conditions physiologiques sont 
évités par de faibles niveaux d'expression cellulaire. La recherche portant sur les 
convertases de proprotéines prend donc un virage très intéressant et très pertinent puisque 
l'on considère l'inhibition de l'activité et/ou de l'expression de la furine en tant que cibles 
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ANNEXE#?: 
Description des techniques : 
Cell lysates for immunoblotting: 
Cells were washed once with PBS, and lysed in RIPA buffer (1.5 M NaCl, 500 mM Tris-
HCL, 10% NP40, 5% Na-Deoxycholate, 1 % SDS, 50 mM EDTA, Mini Complete 
protease inhibitor) under rotation for 30 min. 50 µg of total protein content were applied 
on SDS-P AGE gels, transferred onto PVDF membranes (Roche), blocked 30 min in 
5%milk/PBS and, probed ovemight with primary antibodies. Immunoreactive bands were 
revealed by ECL detection system (Roche) using peroxidase-conjugated antibodies. 
Western blots using nuclear cell extracts were performed as described for total cell lysates 
(50 µg/lane of total nuclear protein extracts). 
Luciferase assays: 
Cells were transiently transfected by CaP04 precipitation technique using a Mammalian 
Cell Transfection Kit (Specialty Media, Inc., Lavallette, NJ) as previously described 
(Langlois et al., 1997). Briefly, twenty-four hours prior to transfection, cells were plated 
using a plating density of 150 000 cells/well in 6-well plates (Falcon Labware, 
Missassauga, ON, Canada) in complete media. Cells were fed fresh complete media 3-4 h 
before transfection. Cells were transfected with 2 to 4 µg plasmid/well and control wells 
were transfected with appropriate control vectors to compensate for potential squelching. 
Gently vortexed DNNCaP04 precipitate suspension was added slowly, dropwise, while 
gently swirling the media in the plate. The plates were retumed to the incubator until the 
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next moming when the cells were rinsed with PBS and serum-starved for 6-8 h prior to 
ovemight stimulation with 0 to 5 ng/ml TGFP 1. The cells were then lysed in 300 µl/well 
of lysis buffer (25 mM gly-gly, 15 mM MgS04, 4 mM EGTA, 1 % Triton X-100, 2 mM 
DTT, pH 7.8), and luciferase activity was measured over a 10 second interval using a 
Sirius luminometer (Berthold detection systems, Pforheim, Germany). Luciferase activity 
of 250 ul of total protein extracts was assayed in the presence of 100 µl of a 75 mM D-
luciferin solution and 100 ml of assay buffer (25 mM gly-gly, 12.5 mM MgS04, 4 mM 
EGTA, 12.5 mM Kphos dibasic, pH 7.6). 
N orthem analysis: 
Aliquots of 5 µg of total RNA were run on horizontal gel apparatus in 1 % agarose gel 
containing lx Mops and 6% formaldehyde submerge in lx Mops buffer (pH 7.0). The 
samples were transferred onto a nylon membrane Hybond + (Roche) by ovemight 
capillary action with 1 Ox SSC. After blotting, the RNA was fixed with 0.05 N NaOH, and 
the membrane were stained in 0.02% methyle blue in 0.3 M sodium acetate (pH 5.5). The 
membranes were then prehybridized for 2h at 68°C with lx hybridization buffer 
containing 120 mM Tris (pH 7.4), 600 mM NaCl, 8 mM EDTA (pH 8.0), 0.1% N~P, 
0.2% SDS, 625 µg/ml heparin, and 10% dextran sulfate. Hybridization began with the 
addition of the [32P] UTP-labeled cRNA probe, and was carried out ovemight in one part 
2x hybridization buffer and one part deionized formamide. The membranes were 
sequentially washed in 2x SSC/l % SDS at room temperature, 2x SSC/0.1 % SDS at 68°C, 
0.1 SSC/0.2% SDS at 68°C and O.lx SSC/0.1% SDS at 68°C. 
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Nuclear extract preparation and electrophoretic mobility shift assays: 
Cells were washed twice with PBS and were collected by gentle scraping in cold PBS 
containing 50 nM MG-132 and, centrifuged at 1000 x g for 3 min at 4°C. The resulting 
cell pellets were resuspended in ice-cold lysis buffer (10 mM HEPES (pH 7.90), 10 mM 
NaCl, 1.5 mM MgCh, 1mMEDTA,0.5 mM EGTA, 0.5 mM DTT, and 1 mM Na3V04) 
containing an antiprotease mixture (50 nM MG-132, 1 mM PMSF, and 10 µg!ml each of 
aprotinin, leupeptin, and pepstatin A). After a 10-min incubation on ice, an equal volume 
of lysis buffer containing the antiprotease mixture as well as 0.2% NP-40 was added (to 
yield a final concentration of 0.1 % NP-40). Samples were immediately vortex mixed for 
15 s before centrifugation at 1200 x g (5 min at 4°C). The resulting nuclear pellets were 
washed once with lysis buffer containing the antiprotease mixture before being 
resuspended in ice-cold nuclear extraction buffer (20 mM HEPES (pH 7 .90), 400 mM 
NaCI, 1.5 mM MgC}z, 1 mM EDTA, 0.5 mM DTT, and 10% (v/v) glycerol) containing 
the antiprotease mixture. After a 20-min incubation on ice (with frequent mixing), 
samples were spun (15,000 x g for 15 min at 4°C), and supematants (the nuclear extracts) 
were snap-frozen in liquid nitrogen and stored at -70°C. Protein concentrations were 
determined by Bradford assay. Nuclear extracts ( amounts used are specified in the figure 
legends) were analyzed in EMSA as follows. Nuclear extracts were incubated in a 
modified binding buffer (20 mM HEPES (pH 7.50), 50 mM KCI, 1 mM EDTA, 5 mM 
DTT, 0.1% NP-40, and 6% glycerol) supplemented with 0.4 µg poly(dI-dC) and 8 µg 
acetylated BSA before the addition of 40,000 cpm of labeled oligonucleotide probe. For 
supershift experiments, binding reactions were conducted in the presence of specific 
antisera to HIF-1 a (30 min at 4°C) before the addition of 32P-labeled probes. Rabbit IgG 
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reagent grade antibodies (Sigma) were used as a control. Samples were electrophoresed 
' 
on 6% acrylamide gels at 4°C in 0.5x TBE; dried gels were then exposed. 
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